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 RIASSUNTO 
Il presente studio si colloca nell’ambito di un ampio progetto di ricerca 
multicentrico che vede coinvolti la Fondazione Pisana per la Scienza, l’Università di 
Pisa, l’Azienda Ospedaliero Universitaria Pisana, la Scuola Normale Superiore - 
NEST, l’Università di Cagliari e  il Langone Medical Center della New York 
University.  
 Lo scopo principale di tale progetto sarà quello di caratterizzare da un punto 
di vista molecolare il glioblastoma e cercare di comprendere, sotto ogni aspetto, quali 
siano i fini meccanismi che regolano i processi di progressione neoplastica per poter 
identificare biomarcatori sensibili e specifici che possano avere una valenza 
prognostica e predittiva sia nell’ambito della prima diagnosi che nel follow-up. 
 
 Il glioblastoma rappresenta la neoplasia maligna cerebrale primitiva più 
frequente; (da solo costituisce il 54% dei gliomi) e la più aggressiva. Si manifesta 
tipicamente intorno alla VI decade e si localizza prevalentemente agli emisferi 
cerebrali; è un tumore raro, con una incidenza di circa 3-4 nuovi casi per 100.000 
abitanti, per anno. È una neoplasia gravata da un altissimo tasso di mortalità: meno 
della metà dei pazienti infatti è vivo entro il primo anno e solo il 3% entro i 3 anni. 
Lo standard terapeutico attuale prevede la resezione chirurgica, quando possibile, 
seguita da radio e chemioterapia adiuvante; tale regime terapeutico ha incrementato 
la sopravvivenza da 12,1 mesi a 14,6 mesi con una sopravvivenza globale a 2 anni del 
26%, tuttavia le caratteristiche biologiche di questo di tumore, quali la rapidità di 
crescita e d’invasione dei tessuti circostanti, non consentono di ottenere risultati 
soddisfacenti. 
 Uno studio accurato dei meccanismi molecolari che sono alla base dei 
processi di progressione del glioblastoma, potrebbe fornire importanti informazioni 
sulla sua biologia, da poter utilizzare per scopi prognostici e terapeutici. Tuttavia nel 
 IV 
 caso del glioblastoma, è molto difficile fare studi di questo genere, essenzialmente per 
la difficoltà di reperire quantità rappresentative di tessuto tumorale, sia per la sua 
rarità, sia perché non è sempre resecabile potendo, nella maggior parte dei casi, 
disporre solo di piccoli frammenti bioptici, con scarsa componente tumorale. 
 
 L’obiettivo del presente studio è stato quello di ottenere nuove e più accurate 
informazioni sul comportamento biologico del glioblastoma, attraverso 
l’identificazione di alterazioni molecolari e genetiche, nel tentativo di capire come 
queste possano, in qualche modo, influenzare la risposta alla terapia, la prognosi, il 
tempo della prima recidiva e la sopravvivenza globale. Per fare ciò ci siamo avvalsi 
delle più moderne tecnologie di sequenziamento, quali le metodiche di Next 
Genaration Sequencing (NGS), in grado di processare un numero elevato di molecole 
di DNA o RNA in una singola reazione, mantenendo i tempi e i costi contenuti. Le 
potenziali applicazioni di queste nuove metodiche sono enormi e, tra tutte, lo studio 
dell’intero trascrittoma umano e dell’esoma, rappresentano sicuramente le 
applicazioni più importanti. La metodica utilizzata è stata il sistema Ion Proton della 
Life Technologies, disponibile presso il laboratorio di geno-proteomica della 
“Fondazione Pisana per la Scienza”. 
 
 Per lo studio sono stati selezionati dall’archivio dell’U.O. di Anatomia 
Patologica I Universitaria (AOUP), 12 campioni tumorali di glioblastoma umani. 
Tutti i casi avevano una diagnosi di glioblastoma (grado IV WHO) senza precedenti 
storici di lesioni a minor grado. 
I campioni sono stati scelti in modo da ottenere 3 gruppi con una sostanziale 
differenza nel tempo della prima recidiva dopo la chirurgia:  
 6 con recidiva inferiore o uguale a 5 mesi (Short RFS) ; 
 3 con tempo di recidiva compreso tra 16 e 23 mesi (Medium RFS); 
 3 con tempo recidiva maggiore o uguale a 25 mesi (Long RFS). 
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 Tutti i 12 campioni sono stati caratterizzati dettagliatamente dal punto di vista 
molecolare;  
Inizialmente è stata caratterizzata la presenza delle alterazioni molecolari più 
frequenti nel glioblastoma:  
 mutazione R132H nel gene IDH1; 
 metilazione del promotore del gene MGMT;  
 amplificazione del gene EGFR e presenza della sua forma tronca (variante 
III). 
 
Successivamente, al fine di individuare profili di espressione genica e/o trascritti di 
fusione, è stato sequenziato con il sistema Ion Proton System (Ion Torren, Life 
Technologies) l’intero trascrittoma dei campioni selezionati.  
Nonostante la tipologia del materiale (fissazione in formalina ed inclusione in 
paraffina), è stato possibile ottenere, con questa nuova metodica, un’ottima 
performance di reazione. 
 
Il presente studio ha consentito finora: 
 di identificare diversi marcatori molecolari, correlati con il tempo della prima 
recidiva ed in grado di fungere da fattore predittivo. Sono state evidenziate 
differenze di espressione statisticamente significative in 83 geni, diversamente 
distribuiti nei 3 gruppi; 
 è stato inoltre possibile identificare gli specifici processi biologici e le vie 
genetico-molecolari nei quali sono coinvolti i geni identificati. Un dato molto 
importante da mettere in evidenza è come il maggior numero di geni 
differentemente espressi si trovi nei due gruppi agli estremi, ossia tra il 
gruppo Long RFS e il gruppo Short RFS; tali geni sono coinvolti in molteplici 
meccanismi cellulari, ma in tutti risalta il ruolo dei miRNA; 
 di identificare, per la prima volta in letteratura, nuovi trascritti di fusione 
genica anche questi distribuiti in maniera differente tra i vari gruppi; 
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  di porre le basi per una nuova classificazione molecolare del glioblastoma, che 
correla con la prognosi e potrebbe consentire una personalizzazione della 
terapia, così come accade per i carcinomi mammari.  
 
Le prospettive future del presente studio sono: 
 validare i biomarcatori molecolari, in particolare i trascritti di fusione, 
identificati con le tecniche di NGS, mediante ulteriori metodiche di 
sequenziamento (realt-time PCR e Sequenziamento di Sanger in atto presso i 
laboratori di geno-proteomica della “Fondazione Pisana per la Scienza”); 
 aumentare la numerosità del campione; nonostante le difficoltà sopradette, 
tale limite potrà essere superato proprio grazie a queste nuove metodiche di 
sequenziamento che permettono di utilizzare materiale di routine o 
d’archivio, ampiamente a disposizione dei patologi; 
 creare delle linee cellulari che esprimano in maniera selettiva i geni 
individuati, in modo da poter essere utilizzate come modelli per saggiare in 
vitro la chemiosensibilità agli attuali trattamenti o testarne di nuovi; 
 identificare le eventuali proteine tradotte dai trascritti di fusione, per 
comprenderne il ruolo nel processo neoplastico, ed eventualmente utilizzarle 
come target terapeutico. 
 identificare e validare tali biomarcatori da applicare in test diagnostici 
molecolari con valore prognostico e predittivo. 
 
 VII 
 1                                                                           
INTRODUZIONE 
1.1 RETROSPETTIVA STORICA:                                      
DAL “NERVENKITT” ALLA MICROGLIA 
L’idea di una coesistenza di elementi attivi (eccitabili) e passivi (non eccitabili) nel 
cervello fu formulata per la prima nel 1836 dal professore di Anatomia e Fisiologia 
dell’Università di Berna Gabriel Gustav Valentin1, mentre il concetto ed il termine 
“glia” fu coniato solo 22 anni dopo, nel 18582, da Dr. Rudolf Ludwig Karl Virchow, 
uno dei patologi più influenti del XIX secolo, fondatore della Teoria Cellulare (Omnis 
cellula e cellula) e della patologia cellulare1,3,4. 
Virchow fece derivare il termine “glia” dal greco “γλια” (glia) che sta ad indicare 
qualcosa di viscido e untuoso1-3. 
Virchow contemplava la glia come un tessuto connettivo nervoso, descrivendola 
come una sorta di cemento nervoso (nervenkitt) “che si forma nel cervello, nel midollo 
spinale, nei nervi sensitivi prossimali e nel quale il sistema nervoso è incorporato”. Per 
Virchow, la glia era quindi un tessuto connettivo scarsamente cellulato (non c’era 
ancora una colorazione efficace), con una funzione meramente passiva di 
riempimento1,2,5 (vedi Fig. 1.1). 
La prima immagine di una cellula neurogliale fu ottenuta da Heinrich Müller nel 
1851, si trattava di cellule radiali della retina - queste cellule sono oggi conosciute 
come “cellule della retina di Müller”1. 
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 Ulteriori scoperte nel campo della citologia gliale derivano dagli studi di importanti 
istologi, in particolare Camillo Golgi, Santiago Ramón y Cajal e Pio Del Rio-Hortega 
6-11. 
Ciò diede grosso impulso alla ricerca, ed alla fine del XIX secolo si arrivò a formulare 
diverse ipotesi sui possibili ruoli funzionali delle cellule gliali. Carl Weigert considerò 
le cellule gliali come meri elementi strutturali dell’encefalo, che riempivano gli spazi 
non occupati da neuroni. Camillo Golgi, invece, credeva che le cellule gliali fossero 
responsabili perlopiù del nutrimento dei neuroni, deduzione derivante dal fatto che i 
processi astrocitari erano in contatto sia con i vasi sanguigni che con le cellule 
nervose1. 
L’idea di interazioni attive neuroni-glia, come substrato per il funzionamento 
cerebrale, fu formulata da Karl Ludwig Schleich nel 1894, anno in cui venne 
promulgata la Dottrina Neuronista, e solo tre anni dopo che il termine neurone era 
stato coniato da William Gottfried von Waldeyer (1891). Secondo Schleich, 
l’eccitazione neuronale è trasmessa da neurone a neurone attraverso gap 
intercellulari, nella sede ove le cellule gliali prendono contatto in virtù della loro 
funzione di substrato anatomico, per il controllo dell’eccitazione/inibizione delle reti 
neuronali1. 
 
Fig. 1.1 Neuroglia vista dal Dr. Rudolf Virchow2. N fibra nervosa; V vasi sanguigni; E 
ependima2. 
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 Una breve disamina, in ordine cronologico, dei termini tutt’ora utilizzati per 
identificare i vari tipi cellulari costituenti la glia permette di comprendere come tali 
denominazioni siano strettamente correlate alla morfologia cellulare ed alle ipotesi 
fisiologiche. 
Il termine ependima fu usato per la prima volta da Virchow nel 1846. Da un 
punto di vista etimologico e linguistico consiste in un uso improprio del termine 
greco antico “ἐπένδυμα” (ependuma) che sta ad indicare un indumento da indossare 
sopra altre vesti, termine composto a sua volta da “ἐπί” (epi = al di sopra), “ἐν” (en = 
in) e “δύειν” (duein = mettere)12. 
Nel 1893, Michael von Lenhossek propose il termine astrocita (dal greco 
“ἀστήρ” – aster = stella e “κύτος” - kytos = cellula), per descrivere la glia stellata, tale 
termine fu universalmente accettato nelle due decadi successive. Quasi 
contestualmente Rudolf Albert von Kölliker (1893) and William Lloyd Andriezen 
(1896) fecero una prima classificazione degli astrociti suddividendoli in 
protoplasmatici e fibrillari in base a morfologia e localizzazione1,4. 
Gli elementi cellulari predominanti della glia periferica, le cellule di Schwann, 
furono così chiamate da Luis Antoine Ranvier nel 1871, dopo le scoperte fatte da 
Robert Remark e Thomas Schwann (1838-1839)1,13. 
Nel 1894 Golgi riconobbe che le fibre dello strato molecolare del cervelletto 
(scoperto da Karl Bergmann nel 1857), in realtà erano per lo più processi di cellule 
gliali. Perciò inizialmente furono chiamate cellule epiteliali di Golgi, mentre il termine 
glia di Bergmann è divenuto popolare solo successivamente12. 
Il termine oligodendrocita (dal greco “ὀλίγος” – oligos = pochi - in 
riferimento ai processi cellulari, δένδρον – déndron = albero, arboriforme - in 
riferimento al corpo cellulare e “κύτος” - kytos = cellula) fu coniato diverso tempo 
dopo, nel 1921, quando Pio Del Rio-Hortega introdusse la tecnica di colorazione 
all’argento carbonato, la quale colorava selettivamente queste cellule1,13.  
Inoltre fu lo stesso Del Rio-Hortega a proporre il termine microglia per 
caratterizzare questa distinta popolazione cellulare. Del Rio-Hortega fu anche il 
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 primo a proporre l’origine mesodermica di questa popolazione cellulare, a capire che 
queste cellule potessero essere migrate dal midollo osseo e che potessero avere una 
funzione fagocitaria1,14. 
1.2 MORFOLOGIA E FISIOLOGIA DELLE CELLULE 
GLIALI 
Ci sono due classi maggiori di cellule nel sistema nervoso centrale (SNC): neuroni e 
glia (vedi Fig. 1.2). La differenza fondamentale tra queste linee cellulari sta nella loro 
eccitabilità elettrica; i neuroni sono cellule elettricamente eccitabili mentre la glia è 
costituita da cellule neurali non eccitabili (anche se nuovi studi stanno mettendo in 
discussione questo concetto).  
Le cellule gliali sono numerose (costituiscono circa il 90% di tutte le cellule del 
cervello umano) ed eterogenee.  
Nel SNC le cellule gliali sono rappresentate da tre tipi di cellule di origine neurale 
(ectodermica), rappresentate da astrociti, oligodendrociti, e dalle cellule ependimali, 
che insieme costituiscono le cellule della macroglia (più propriamente chiamata 
neuroglia) . 
Oltre alla neuroglia, il termine glia comprende anche la microglia, che ha un’origine 
non-neuronale (mesodermica) dalle cellule mielo-monocitiche che invadono il 
tessuto cerebrale precocemente nello sviluppo e si stabiliscono lungo il SNC. 
Nel sistema nervoso periferico (SNP), la classe principale di glia è rappresentata dalle 
cellule di Schwann, che avvolgono e mielinizzano gli assoni periferici; gli altri tipi di 
glia periferica sono cellule satelliti dei gangli sensori e simpatici e le cellule gliali del 
sistema nervoso enterico (SNE)1. 
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Fig. 1.2 Tipi di cellule neurali1. 
1.2.1 ASTROCITI 
Gli astrociti (letteralmente cellule a forma di stella) sono le più numerose ed 
eterogenee cellule della glia nel SNC. Una caratteristica morfologica primordiale 
degli astrociti è la loro espressione di filamenti intermedi, che formano il 
citoscheletro. Il tipo principale di proteina dei filamenti intermedi astrogliali è la 
proteina gliale fibrillare acida (GFAP) che viene comunemente usata come marcatore 
specifico per identificare gli astrociti. Il livello di espressione di GFAP, però, può 
variare considerevolmente: ad esempio nelle cellule gliali di Bergmann, nel 
cervelletto, è espressa dalla quasi totalità delle cellule, mentre nell’ippocampo solo dal 
15-20% degli astrociti (vedi Fig. 1.3). 
La cellula astrogliale comprende un diverso numero di cellule gliali con diversa 
morfologia15-17 (vedi Fig. 1.4).  
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Fig. 1.3 (A) Astrociti e loro processi, alcuni dei quali si estendono fino ai vasi; (B) 
Colorazione immunoistochimica per la GFAP18. 
 
 
Il gruppo più numeroso è quello degli astrociti «veri», che hanno la classica 
morfologia stellata e sono rappresentati dagli astrociti protoplasmatici e fibrosi, 
rispettivamente della materia grigia e della materia bianca.  
 Astrociti protoplasmatici: sono presenti nella sostanza grigia. Sono dotati di 
numerosi processi filiformi (lunghi circa 50μm) estremamente elaborati e 
complessi. Tali processi sono in contatto con i vasi sanguigni, e prendono 
numerosi rapporti con i neuroni. Alcuni astrociti protoplasmatici mandano 
inoltre processi alla superficie piale1,17,19-21.  
 Astrociti fibrosi: sono presenti nella sostanza bianca. I loro processi sono 
lunghi (fino a 300µm), e molto meno elaborati e complessi di quelli degli 
astrociti protoplasmatici. Inoltre tali processi, oltre a raggiungere i vasi 
sanguigni e la superficie piale, prendono rapporto con numerosi assoni al 
livello dei nodi di Ranvier, dove i potenziali d’azione si propagano negli 
assoni mielinizzati1,17,19-21. 
 
Il secondo gruppo di cellule astrogliali è costituito dalle cellule radiali della glia, le 
quali sono cellule bipolari con un corpo cellulare ovoidale e processi allungati. La glia 
radiale possiede, di solito, due processi principali, dei quali uno termina sulla parete 
ventricolare, l’altro sulla superficie piale. La glia radiale è caratteristica dell’encefalo 
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 in via di sviluppo, dato che questo tipo di cellula è la prima a formarsi dai progenitori 
neurali; la glia radiale forma un’impalcatura che permette la migrazione neuronale. 
Dopo la maturazione, la glia radiale scompare da molte regioni encefaliche e si 
trasforma in astrociti stellati; tuttavia rimane nella retina (glia di Müller) e nel 
cervelletto (glia di Bergmann)1,9,21,22 . 
 
Oltre ai due maggiori gruppi di cellule astrogliali, ci sono popolazioni meno 
numerose di cellule localizzate in specifiche regioni del SNC, quali gli astrociti velati 
nel cervelletto, gli astrociti interlaminari nella corteccia, i taniciti negli organi 
periventricolari e nell’ipofisi, i pituiciti nella neuroipofisi e gli astrociti perivascolari e 
marginali a ridosso della pia madre1,17,19,23 
 
 
Fig. 1.4 Schema dei principali tipi di cellula gliale e localizzazione nei differenti 
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 strati/regioni specializzate del SNC. (I) taniciti: a piali, b vascolari; (II) astrociti 
radiali; (III) astrociti marginali; (IV) astrociti protoplasmatici; (V) astrociti velati; 
(VI) astrociti fibrosi; (VII) astrociti perivascolari; (VIII) astrociti interlaminari; (IX) 
astrociti immaturi/glioblasti; (X) ependimociti; (XI) cellule del plesso coroideo12. 
 
 
Dal punto di vista funzionale, gli astrociti svolgono una serie di importantissimi 
ruoli. In aggiunta al tanto riconosciuto ruolo di regolatore dell’ambiente 
extracellulare, in particolar modo delle concentrazioni di ioni potassio e di 
neurotrasmettitori, gli astrociti possono anche promuovere la sinaptogenesi, regolare 
la barriera ematoencefalica, rispondere all’attivazione neuronale e comunicare con i 
neuroni tramite rilascio di neurotrasmettitori; inoltre regolano la vasodilatazione 
locale e sono importanti nella neurogenesi e nella gliogenesi4,13,21,23-29. 
 
Accanto a queste funzioni fisiologiche, gli astrociti hanno anche un importante ruolo 
nella patologia del SNC. Infatti, in risposta a un qualunque tipo di danno (ischemico, 
traumatico, neurodegenerativo), reagiscono tramite attivazione, ipertrofia, 
proliferazione e cambiamento conformazionale dei loro processi15,17,19,23. Questa 
risposta al danno viene chiamata gliosi reattiva, che in particolari situazioni 
patologiche può richiedere una diagnosi differenziale con processi neoplastici30. Dal 
punto di vista morfologico, gli astrociti reattivi differiscono da quelli normali, con il 
gemistocita quale espressione fenotipica finale dell’astrocita in reazione al danno. Gli 
astrociti reattivi hanno nuclei più grande ed un citoplasma evidente, le cui 
dimensioni aumentano fino a raggiungere quelle del gemistocita, che presenta un 
ampio citoplasma eosinofilo, un nucleo eccentrico, nucleoli ben evidenti, una 
cromatina densamente e processi tozzi, a formare un network fibrillare grossolano31. 
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 1.2.2 CELLULE EPENDIMALI, CELLULE DEL PLESSO 
COROIDEO, CELLULE EPITELIALI PIGMENTATE 
DELLA RETINA 
La neuroglia include diversi tipi di cellule epiteliali specializzate secernenti che 
rivestono i ventricoli o lo spazio subretinico, quali gli ependimociti, le cellule del 
plesso coroideo e le cellule epiteliali pigmentate della retina1,12.  
 Cellule ependimali: formano le pareti dei ventricoli cerebrali e del canale 
centrale del midollo spinale. Sono coinvolte nella produzione e nel 
movimento del fluido cerebrospinale (CSF), nella formazione di una barriera 
di separazione tra il liquor e tessuto nervoso, e nello scambio di sostanze tra i 
due compartimenti. 
 Cellule dei plessi coroidei: sono cellule ependimali modificate che rivestono i 
capillari dei plessi coroidei nei ventricoli cerebrali; concorrono alla secrezione 
del CSF, che riempie i ventricoli, il midollo spinale e lo spazio sub aracnoideo. 
 Cellule pigmentate della retina formano uno strato cellulare all'esterno della 
retina neurosensoriale che nutre le cellule retiniche.  
1.2.3 OLIGODENDROCITI 
Sono cellule della glia con pochi prolungamenti, da cui il prefisso “oligo”. La funzione 
principale degli oligodendrociti è la produzione di mielina, la quale isola gli assoni 
del SNC, e permette la propagazione del potenziale d’azione in maniera saltatoria, 
aumentandone nettamente la velocità. 
Sono stati descritti da Del Rio-Hortega, nel 1928, che li ha classificati in quattro 
fenotipi (I-IV) in base alla loro morfologia, al numero dei loro processi e alla 
dimensione delle fibre che mielinizzano. 
Morfologicamente il tipo I e di tipo II sono molto simili; hanno un corpo 
cellulare piccolo tondeggiante che emette 4-6 processi primari che si diramano e 
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 vanno a mielinizzare da 10 a 30 assoni di diametro inferiore a 2µm. Gli 
oligodendrociti di tipo I possono essere ritrovati nel prosencefalo, nel cervelletto, nel 
midollo spinale, mentre gli oligodendrociti di tipo II sono presenti solo nella sostanza 
bianca (corpo calloso, nervo ottico, materia bianca cerebellare, etc.) dove sono il tipo 
di cellula principale. 
Gli oligodendrociti di tipo III hanno un corpo cellulare più ampio, dei 
processi primari più sviluppati, che vanno a mielinizzare circa 5 assoni più spessi (4-
15µm di diametro); sono localizzati nei peduncoli cerebrali e cerebellari, nel midollo 
allungato, e nel midollo spinale.  
Infine, gli oligodendrociti di tipo IV non hanno processi, e formano un unico 
lungo segmento mielinizzato; sono localizzati esclusivamente lungo le vie d’ingresso 
delle radici nervose nel SNC.  
Durante lo sviluppo, i quattro tipi di oligodendrociti derivano da una cellula 
progenitrice oligodendrocitica comune (OPC), che è una cellula multipolare che 
prende contatto numerosi assoni premielinizzati di piccolo diametro1,12. 
1.2.4 CELLULE DI SCHWANN 
Ci sono quattro tipi di cellule di Schwann nel SNP: le cellule mielinizzanti, non 
mielinizzanti, perisinaptiche (della giunzione neuromuscolare) e le cellule Schwann-
like terminali (dei neuriti sensori). Tutti i quattro tipi originano dalla cresta neurale e 
migrano durante lo sviluppo lungo gli assoni1,3,12,16,32. 
1.2.5 MICROGLIA 
Le cellule della microglia sono cellule immunocompetenti residenti nel SNC. La 
microglia costituisce il sistema immunitario encefalico e si attiva a seguito di vari tipi 
di danno cerebrale. Le cellule della microglia rappresentano circa il 10% della glia. 
Hanno un’origine mielo-monocitica e i loro precursori sono presenti nell’encefalo fin 
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 dalle prime fasi dello sviluppo embrionale. Sembra agiscano come un sensore 
dell’ambiente extracellulare, che risponde rapidamente a ogni cambiamento o danno 
di tale ambiente e lo comunica alle cellule neurali circostanti o alle cellule 
immunitarie che non risiedono normalmente nel SNC1,12,14,33. 
1.3 NEOPLASIE GLIALI 
La maggior parte dei tumori primitivi del sistema nervoso centrale è di origine 
neuroepiteliale. I gliomi rappresentano il più grande sottogruppo delle neoplasie che 
prendono origine dalle cellule della glia. Questi, a loro volta, si suddividono in 
tumori astrocitari, oligodendrogliomi, tumori misti oligodendrogliali-astrocitari ed 
ependimomi, che prendono origine dalle cellule ependimali.  
Sono descritti poi anche tumori con componente gliale e neuronale. Dalla 
componente microgliale non originano neoplasie tuttavia, sembra che queste cellule 
svolgano un ruolo cruciale nell’invasività e nella progressione dei tumori gliali34-40 . 
1.3.1 CLASSIFICAZIONE WORLD HEALT ORGANIZATION 
(WHO) DEI TUMORI DEL SNC 
Le neoplasie che originano dalla neuroglia sono classificate secondo i criteri della 
World Healt Organization (WHO),che assegna alle varie entità tumorali un grado 
istologico crescente: 
Grado I, tumore generalmente benigno con bassa attività proliferativa e 
possibilità di guarigione con la sola resezione chirurgica, come l’astrocitoma 
pilocitico (vedi Fig. 1.5 A); 
Grado II, tumore infiltrante con bassa attività proliferativa, ma con spiccata 
tendenza alla recidiva ed alla progressione verso forme a più alto grado di malignità, 
come l’astrocitoma diffuso (vedi Figg. 1.5 B-C); 
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 Grado III, tumore infiltrante con elevata attività proliferativa e spiccate atipie 
citologiche, come l’astrocitoma anaplastico (vedi Fig. 1.5 D); 
Grado IV, tumore infiltrante con elevata attività proliferativa e spiccate atipie 
citologiche, necrosi e proliferazione microvascolare, come il glioblastoma (vedi Fig. 
1.5 E-F). 
 
 
Fig. 1.5 Astrocitomi dal grado I al grado IV (WHO); (A) Astrocitoma di grado I: 
bassa o moderata cellularità, pattern bifasico con proporzioni variabili di regioni 
compatte con cellule bipolari e fibre di Rosenthal e di regioni più lasse con cellule 
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 multipolari, microcisti e corpi granulari; (B-C) Astrocitoma di grado II: cellularità 
lievemente aumentata, astrociti ben differenziati con una matrice tumorale lassa e 
spesso microcistica, lievi atipie nucleari; (D) Astrocitoma di grado III: come 
indicano le varie figure mitotiche, ha un alto tasso di cellule proliferanti, la 
cellularità è nettamente aumentata, presenta atipie nucleari, un moderato 
pleomorfismo cellulare ed un’aumentata eterogeneità cellulare. (E-F) Astrocitoma di 
grado IV: necrosi a carta geografica e a pseudopalizzata(E), proliferazione 
microvascolare (F), marcato pleomorfismo cellulare41. 
 
 
Questo sistema di grading non rappresenta solo un rigoroso grading istologico, ma 
piuttosto una “scala di malignità” che abbraccia una grande varietà di neoplasie, ed è 
anche un fattore chiave che influenza la scelta terapeutica.  
Tale sistema di grading rappresenta, infatti, uno dei criteri utilizzati per predire la 
risposta alla terapia e la prognosi, insieme a parametri clinici quali età del paziente, 
Karnofsky performance status e sede, dati radiologici come captazione del mezzo di 
contrasto, estensione della resezione chirurgica, indici di proliferazione e profili 
genetici.  
In base a queste variabili si osserva come i pazienti con tumore di grado II 
tipicamente sopravvivono più di 5 anni, e quelli con neoplasie di grado III 
sopravvivono in media 2-3 anni. La prognosi dei pazienti con tumori di grado IV 
invece, dipende largamente dal fatto che siano disponibili o meno regimi di 
trattamento efficaci, anche se la maggioranza dei pazienti con glioblastoma, in 
particolare gli anziani, muoiono comunque entro 1 anno dalla diagnosi31. 
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 Si riporta di seguito la classificazione WHO delle neoplasie del SNC (vedi Tab.1.1): 
 
 
Tab. 1.1 Classificazione WHO dei tumori del SNC31. 
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 1.3.2 NEOPLASIE ASTROCITARIE 
1.3.2.1 ASTROCITOMA PILOCITICO 
È una neoplasia relativamente circoscritta, a crescita lenta, spesso cistica, che insorge 
nei bambini e nei giovani adulti, istologicamente caratterizzata da un pattern bifasico 
con proporzioni variabili di cellule compatte bipolari che presentano fibre di 
Rosenthal ed una porzione più lassa di cellule multipolari associate a corpi eosinofili 
granulari o gocce ialine31. 
L’astrocitoma pilocitico corrisponde al grado I della classificazione WHO31; 
costituisce circa il 5-6% di tutti i gliomi42,43, con un’incidenza complessiva dello 
0,37/100.000/anno. L’astrocitoma pilocitico è il più comune glioma nei bambini44 e si 
sviluppa, senza una chiara predilezione di sesso. Insorge lungo tutto il nevrasse, 
anche se nella popolazione pediatrica la maggior parte dei tumori insorge nella 
regione sottotentoriale44. I siti preferenziali includono il nervo ottico (glioma del 
nervo ottico), il chiasma ottico, l’ipotalamo, il talamo e i gangli della base, gli emisferi 
cerebrali, il cervelletto, e il tronco encefalico31 (vedi Figg. 1.6 A-B).  
Gli astrocitomi pilocitici sono le principali neoplasie del sistema nervoso 
centrale nei pazienti con neurofibromatosi di tipo 1 (NF1); difatti, il 15% dei pazienti 
con NF1 sviluppa astrocitomi pilocitici, in particolar modo al livello del nervo ottico. 
Viceversa, fino a un terzo dei pazienti con astrocitoma pilocitico a questo livello è 
affetto da NF145-47 
Macroscopicamente (vedi Fig. 1.6 C), la maggior parte degli astrocitomi 
pilocitici, appare come una massa ben circoscritta, soffice, di colorito grigiastro. Una 
caratteristica evidente e di grande importanza diagnostica è la formazione di cisti 
intra-para tumorali; il contenuto cistico è in genere ricco di fattori stimolanti la 
proliferazione vascolare31. 
Microscopicamente si riscontra una cellularità bassa o moderata; la neoplasia 
presenta un pattern bifasico con proporzioni variabili di cellule compatte bipolari 
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 con fibre di Rosenthal e di cellule multipolari con microcisti e corpi granulari o gocce 
ialine31 (vedi Fig. 1.6 D). 
Le porzioni compatte del tumore mostrano cellule bipolari dette anche piloidi, 
allungate con processi sottili che spesso si estendono lungo un intero campo 
microscopico con nuclei tipicamente allungati e poco colorabili; dato il loro alto 
contenuto di fibrille eosinofile, queste cellule sono fortemente immunopositive alla 
GFAP31 . 
Le porzioni più lasse con aree microcistiche presentano cellule con un nucleo poco 
colorabile, tondo o ovalare; hanno un corpo cellulare piccolo, mentre i processi 
citoplasmatici sono relativamente corti, a ragnatela, e dato che sono poveri di fibrille 
sono solo scarsamente positivi alla GFAP31. 
Le Fibre di Rosenthal sono delle masse ialine intracitoplasmatiche affusolate, a forma 
di cavaturacciolo, fortemente eosinofile, presenti quasi esclusivamente nel tessuto 
compatto, piloide, a livello dei processi astrocitari (vedi Fig. 1.6 E).  
I corpi granulari eosinofili sono aggregati globulari presenti all’interno dei processi 
astrocitari, intensamente eosinofili, PAS-positivi, e sono immunoreattivi all’ α-1 
antichimotripsina e all’ α-1 antitripsina (vedi Fig. 1.6 F). 
Sebbene queste siano delle caratteristiche di aiuto nella diagnostica per varie 
neoplasie, non sono indicative di neoplasia, difatti sono spesso presenti nei 
gangliogliomi, e nella gliosi reattiva cronica31. 
L’indice proliferativo tipicamente è inferiore all’ 1% e solo raramente più elevato31. 
Dato il basso tasso di crescita, la presentazione clinica è in genere lentamente 
evolutiva e ingravescente. Si manifesta con quadri diversi a seconda della sede di 
insorgenza, producendo deficit focali neurologici o segni e sintomi non localizzati, 
come cefalea, endocrinopatie (diabete insipido, obesità), aumentata pressione 
intracranica dovuta all’effetto massa o all’ostruzione della circolazione liquorale, 
macrocefalia. Le crisi epilettiche non sono comuni dato che la neoplasia raramente 
interessa la corteccia cerebrale31.  
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 Gli astrocitomi pilocitici che insorgono in pazienti affetti da NF1 sono 
geneticamente distinti dagli astrocitomi pilocitici sporadici. La mutazione archetipa 
consiste nella perdita dell’espressione del gene oncosoppressore NF1; ciò comporta 
un’attivazione costitutiva della via Ras e un’iperattivazione della via mTOR a valle48. 
Quando la localizzazione anatomica lo permette, gli astrocitomi pilocitici 
possono essere rimossi in toto. Più del 90% dei pazienti sopravvive oltre 10 anni44. La 
recidiva locale, anche dopo completa resezione chirurgica, è del 10-20% dei casi46. Le 
manifestazioni cliniche della recidiva sono spesso conseguenti alla formazione di 
nuove cisti piuttosto che ad un accrescimento della componente solida del tumore31. 
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Fig. 1.6 Astrocitoma Pilocitico WHO I; (A) scansione RM con mezzo di contrasto 
T1-pesata di un astrocitoma pilocitico cerebellare con cisti e nodulo murale; (B) 
scansione RM T2-pesata di un astrocitoma pilocitico del nervo ottico; (C) ampio 
astrocitoma pilocitico ipotalamico che raggiunge il terzo ventricolo e comprime le 
strutture adiacenti; (D) pattern bifasico con strutture compatte piloidi ed aree 
microcistiche; (E) regione piloide densamente cellulata con fibre di Rosenthal; (F) 
regione lassa, microcistica, con corpi eosinofili granulari49. 
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 1.3.2.2 ASTROCITOMA DIFFUSO 
È un astrocitoma diffusamente infiltrante che insorge tipicamente nei giovani adulti 
ed è caratterizzato da un alto grado di differenziazione cellulare e da una crescita 
lenta; il tumore insorge lungo tutto il sistema nervoso centrale, ma preferenzialmente 
si localizza in sede sovratentoriale. Ha una tendenza intrinseca alla progressione 
maligna verso l’astrocitoma anaplastico ed infine al glioblastoma31. 
L’astrocitoma diffuso corrisponde al Grado II della classificazione WHO31; 
rappresenta il 10-15% di tutti i tumori astrocitari, con un’incidenza approssimativa di 
1,4/1.000.000/anno. La distribuzione per età mostra un picco di incidenza nei giovani 
adulti tra i 30 e i 40 anni. È leggermente più frequente nei maschi, con un rapporto 
M:F di 1,18:144,50. Può essere localizzato in qualunque regione del SNC ma più 
comunemente si sviluppa nei lobi frontale e temporale, sia nei bambini che negli 
adulti anche il midollo allungato e il midollo spinale sono frequentemente colpiti, 
mentre è raro l’interessamento cerebellare31. 
Alle scansioni RM mostra un ipodensità in T1 ed un’iperintensità in T2; 
l’enhancement al gadolinio è rara negli astrocitomi diffusi mentre tende ad apparire 
durante la progressione verso l’astrocitoma anaplastico31. 
All’esame macroscopico, a causa della natura infiltrativa, presenta dei confini 
indefiniti. C’è un allargamento ed una distorsione, delle strutture anatomiche invase, 
ma non una distruzione (vedi Fig. 1.7 A). Le lesioni possono essere presenti sia nella 
sostanza grigia che nella sostanza bianca; inoltre si possono riscontrare calcificazioni 
focali, cisti di varie dimensione, zone più compatte o lasse ed un’estensione alle 
strutture controlaterali, in particolar modo nelle lesioni del lobo frontale. L’estesa 
presenza di microcisti può dare al tessuto l’apparenza gelatinosa31. 
Microscopicamente l’astrocitoma diffuso è composto da astrociti ben 
differenziati con una matrice tumorale lassa e spesso microcistica. Rispetto al tessuto 
cerebrale normale, la cellularità è moderatamente aumentata; una caratteristica 
costante è la presenza occasionale di atipie nucleari. L’attività mitotica solitamente è 
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 assente, anche se, la presenza di una singola mitosi è comunque compatibile con la 
diagnosi di astrocitoma diffuso e non giustifica la diagnosi di astrocitoma 
anaplastico. Invece la presenza di necrosi o di proliferazione microvascolare sono 
incompatibili con la diagnosi di astrocitoma diffuso (vedi Fig. 1.7 B-F). 
Il riconoscimento degli astrociti neoplastici, è possibile utilizzando le comuni 
colorazioni (ematossilina ed eosina, H&E), è possibile grazie alle caratteristiche 
nucleari. I nuclei degli astrociti normali, infatti, sono ovali ed allungati, ma in sezione 
possono apparire tondeggianti; presentano una cromatina tipicamente vescicolare e 
spesso è presente un distinto nucleolo. Gli astrociti normali non mostrano un 
citoplasma colorabile con H&E. Invece gli astrociti reattivi sono caratterizzati da 
nuclei di taglia maggiore e da un citoplasma colorabile31. 
Gli astrociti neoplastici, sono comunque difficili da distinguere dai normali astrociti 
reattivi. Nei gradi minori di anaplasia, il loro numero esiguo e la monotonia della 
loro morfologia è di aiuto nel riconoscimento della loro natura neoplastica. Difatti 
nell’astrocitoma diffuso la maggior parte dei nuclei appaiono identici e la matrice ha 
una densità normale o mostra un aumentato numero di processi cellulari; invece gli 
astrociti reattivi, solo raramente, si trovano contemporaneamente nello stesso stadio 
di reattività ed inoltre la matrice è più rarefatta31. 
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Fig. 1.7 Astrocitoma diffuso WHO II; (A) emisfero destro notevolmente espanso, 
notare i bordi indistinti del tumore; (B) astrocitoma diffuso fibrillare con microcisti; 
(C) satellitosi perineuronale; (D) crescita perivascolare; (E) crescita subpiale; (F) 
infiltrazione lungo la materia bianca49. 
 
 
Secondo il tipo cellulare prevalente possono essere distinti tre varianti maggiori, 
anche se spesso una chiara classificazione non è possibile: 
L’astrocitoma fibrillare è la più frequente variante istologica ed è costituita 
prevalentemente da astrociti neoplastici fibrillari31. All’immunoistochimica questa 
variante esprime GFAP, sebbene in grado variabile e non da tutte le cellule 
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 tumorali31. L’attività mitotica è tipicamente assente. L’indice proliferativo di solito è 
inferiore 4% con una media del 2,5% (vedi Fig. 1.8). 
 
 
Fig 1.8 Astrocitoma fibrillare. (A) estesa formazione microcistica; (B) tumore 
moderatamente cellulato composto da astrociti fibrillari uniformi con uno stroma 
microcistico; (C) immunopositività alla GFAP del citoplasma e dei processi; (D) 
basso indice proliferativo (MIB-1)31. 
 
 
L’astrocitoma gemistocitico è caratterizzata dalla presenza di una cospicua e 
variabile frazione di astrociti neoplastici gemistocitici non inferiore al 20% della 
totalità delle cellule neoplastiche; perciò, la presenza occasionale di gemistociti 
nell’astrocitoma diffuso non giustifica la diagnosi di astrocitoma gemistocitico31,51  
(vedi Fig. 1.9). Anche in questo caso l’indice proliferativo è di solito inferiore 4%31. La 
variante gemistocitica sembra essere particolarmente incline alla progressione verso 
l’astrocitoma anaplastico e il glioblastoma27. 
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Fig. 1.9 Astrocitoma gemistocitico; (A) cellule tumorali con un ampio citoplasma 
eosinofilo e nuclei periferici; (B) caratteristica infiltrazione linfocitica perivascolare; 
(C) intensa immunopositività alla GFAP; (D) accumulo di p53 nei nuclei31. 
 
 
L’astrocitoma protoplasmatico è una variante rara composta prevalentemente 
da astrociti neoplastici con un corpo cellulare piccolo, rari processi cellulari, con un 
basso contenuto di filamenti gliali ed una scarsa espressione di GFAP. La cellularità è 
bassa e l’attività mitotica è assente (vedi Fig. 1.10). L’indice proliferativo è inferiore 
1%31,52,53. Da alcuni autori l’astrocitoma protoplasmatico è considerato solo un 
occasionale ritrovamento istopatologico piuttosto che una vera e propria variante31.  
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Fig. 1.10  
Astrocitoma protoplasmatico; 
(A) localizzazione superficiale 
con parziale interessamento 
della corteccia; (B) cellule con 
nuclei piccoli e tondeggianti, 
rari processi cellulari ed aree 
microcistiche54. 
 
Da un punto di vista clinico, un comune sintomo di presentazione sono le 
crisi epilettiche, sebbene prima possono presentarsi difficoltà fonatorie, deficit 
motori, della visione o della sensibilità. Le lesioni del lobo frontale possono 
presentarsi alla diagnosi con cambiamenti del comportamento e della personalità31. 
Da un punto di vista genetico una caratteristica distintiva degli astrocitomi 
diffusi è il frequente tasso di mutazione di TP53 (superiore al 60%). La frequenza di 
mutazione di TP53 non aumenta significativamente durante la progressione; ciò 
indica che questa mutazione genetica è un evento precoce55. Circa un terzo degli 
astrocitomi di basso grado presenta una metilazione del promotore di p14ARF 56. In 
circa il 50% degli astrocitomi diffusi è presente la metilazione del promotore di 
MGMT57. 
La sopravvivenza media dopo intervento chirurgico è di 6-8 anni, con 
variazioni interindividuali considerevoli. La durata totale di malattia è influenzata 
considerevolmente dalla progressione dinamica verso forme più aggressive, fino al 
glioblastoma; tale progressione avviene in un tempo medio di circa 4-5 anni58-60.  
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 Nonostante i numerosi studi di correlazione, non ci sono a tutt’oggi fattori predittivi 
inequivocabili che predicano se e quanto velocemente possa esserci una progressione 
maligna31. 
La giovane età alla diagnosi, la resezione totale macroscopica, la presentazione 
con crisi epilettiche come unico sintomo, la presenza di numerose microcisti61 sono 
fattori predittivi di un decorso clinico favorevole. Al contrario le grosse dimensioni 
del tumore, la presentazione con deficit neurologici, la presenza di una significativa 
quota di gemistociti55, un indice proliferativo maggiori del 5%31,55 e mutazioni a 
carico del TP53 sono fattori predittivi sfavorevoli31. 
1.3.2.3 ASTROCITOMA ANAPLASTICO 
È un astrocitoma maligno diffusamente infiltrante che interessa gli adulti, 
preferenzialmente localizzato negli emisferi cerebrali, la cui istologia è caratterizzata 
da atipie nucleari, aumentata cellularità e attività proliferativa significativa. Il tumore 
può evolvere da un astrocitoma diffuso o insorgere de novo, senza l’evidenza di 
lesioni maligne precedenti. Ha la tendenza intrinseca alla progressione verso il 
glioblastoma31. 
L’astrocitoma anaplastico corrispondere al grado III della classificazione 
WHO31. Rappreseta circa l’8% dei gliomi42. L'incidenza è tra 0,5-0,6/100.000/anno43. 
L’età media alla diagnosi è di circa 45 anni, con una leggere predilezione per il sesso 
maschile (M:F=1,6:1)44. L’incidenza è circa due volte superiore nella razza bianca50. La 
localizzazione dell’astrocitoma anaplastico corrisponde a quella dell’astrocitoma 
diffuso, con una certa predilezione per gli emisferi cerebrali31. 
Da un punto di vista macroscopico, similmente a quanto accade 
nell’astrocitoma diffuso, l’astrocitoma anaplastico ha una tendenza ad infiltrare il 
tessuto cerebrale circostante senza una franca distruzione; ciò spesso porta ad una 
marcata espansione delle strutture coinvolte, quali le circonvoluzioni corticali e i 
gangli della base31. Alla superficie di taglio, a differenza dell’astrocitoma diffuso, la 
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 cellularità marcatamente aumentata produce una massa tumorale ben distinta, con 
limiti tuttavia mal definiti, confondendosi con il parenchima adiacente31. (vedi Fig 
1.11) 
 
 
Fig. 1.11 Caratteristiche macroscopiche dell’astrocitoma anaplastico, WHO II; (A) 
massa dai confini mal definiti nella regione fronto-temporale destra; (B) lesione nella 
regione fronto-temporale destra contenente un’ampia cisti; (C) massa nel midollo 
allungato con un allargamento delle strutture locali31.  
 
 
La principale caratteristica istopatologica è l’elevata cellularità, che risulta 
nettamente aumentata rispetto all’astrocitoma diffuso. Inoltre sono presenti evidenti 
atipie nucleari ed una spiccata attività mitotica (vedi Fig. 1.12). L’ipercellularità 
regionale o diffusa è un importante criterio diagnostico, tuttavia se c’è una bassa 
cellularità ma un’attività mitotica sufficientemente elevata, la diagnosi di astrocitoma 
anaplastico rimane comunque appropriata31. 
Con la progressione tumorale, la morfologia nucleare diventa più atipica; si assiste ad 
un aumentata eterogeneità nelle dimensioni e nella forma nucleare, la cromatina 
diventa grossolana e dispersa nel nucleo, si ha inoltre, un aumento del numero e/o 
delle dimensioni del nucleolo. Per definizione, la proliferazione microvascolare e la 
necrosi sono assenti31. 
L’indice proliferativo è solitamente del 5-10% con una considerevole variabilità nelle 
diverse zone di uno stesso tumore31. 
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Fig. 1.12 Caratteristiche istopatologiche dell’astrocitoma anaplastico, WHO II; (A) 
lesione ipercellulata ed anaplastica, con la presenza di nuclei “nudi” ipercromatici 
fortemente atipici immersi nel circostante network fibrillare, sono inoltre evidenti 
diverse figure mitotiche; (B) immunopositività alla GFAP; (C) elevato indice 
proliferativo (MIB-1)31 . 
 
 
I sintomi sono simili a quelli dei pazienti con astrocitoma diffuso. In alcuni 
casi, in pazienti con una storia precedente di astrocitoma diffuso, ci può essere un 
aumento dei deficit neurologici, crisi epilettiche e segni di aumentata pressione 
intracranica. Alcuni pazienti hanno un decorso più corto, e si presentano senza 
l’evidenza clinica di un astrocitoma di grado II precedente31. 
Da un punto di vista clinico, morfologico e genetico, l’astrocitoma anaplastico 
rappresenta uno stadio intermedio sulla via della progressione verso il glioblastoma. 
Condivide con l’astrocitoma diffuso un’alta frequenza di mutazioni di TP53 ed una 
perdita di eterozigosità di 17p (50-60%)51, mentre condivide con il glioblastoma la 
perdita di eterozigosità di 10q (35-60%) e mutazioni di PTEN (18-23%). Le 
amplificazioni di EGFR sono invece rare (meno del 10%)31 con una sopravvivenza 
significativamente più breve62. 
L’astrocitoma anaplastico ha una forte tendenza alla progressione verso il 
glioblastoma, ma l’intervallo di tempo necessario alla progressione è variabile con un 
tempo medio di circa 2 anni44. Come negli astrocitomi diffusi e nel glioblastoma, l’età 
avanzata è un fattore prognostico negativo31. 
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 1.3.2.4 GLIOBLASTOMA 
RETROSPETTIVA STORICA: DALL’ “ERA MACROSCOPICA” AL “GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME” 
Prima dell’avvento della biologia molecolare e degli studi genomici su larga scala, che 
recentemente hanno permesso una dettagliata sottoclassificazione dei tumori 
cerebrali primari, la ricerca neuro-oncologica può essere suddivisa in tre periodi 
principali: l’ era macroscopica (prima del 1860), il periodo classico (1860-1920) ed il 
periodo istogenetico (1920-1940)63.  
I gliomi erano inizialmente conosciuti come “sarcomi midollari” dalla comunità 
medica inglese, e “fungi medullari” dalla comunità medica tedesca; questa lungo 
periodo di ricerca dei gliomi è universalmente conosciuta come era macroscopica63.  
Il glioblastoma fu identificato per la prima volta dal Dr. Rudolf Virchow nel 18635,64, 
come un tumore di origine gliale, utilizzando tecniche sia macroscopiche che 
microscopiche. Dunque Virchow, oltre a coniare il termine “glia”, inaugurò il 
cosiddetto periodo classico che vede combinate le osservazioni macroscopiche con 
quelle microscopiche.  
Negli anni ’20, il neurochirurgo, Dr. Walter Dandy prese una decisione drastica, 
rimuovendo l’intero emisfero di due pazienti comatosi affetti da glioblastoma. 
Nonostante questo intervento radicale, questi pazienti in definitiva morirono della 
malattia65; ciò costituisce la prima vera evidenza della invasività del glioblastoma.  
Il glioblastoma era originariamente conosciuto come spongioblastoma multiforme, 
per le molteplici morfologie con cui poteva apparire e perché si supponeva derivasse 
dagli spongioblasti, cellule gliali staminali di origine ectodermica. Nel 1926, il 
neurochirurgo/neuropatologo Dr. Percival Bailey ed il neurochirurgo Dr. Harvery 
Cushing rinominarono il tumore come glioblastoma multiforme identificando come 
cellule di origine le cellule gliali mature. In quel periodo lo standard terapeutico non 
prevedeva la resezione chirurgica per le neoplasie cerebrali, tuttavia Bailey e Cushing 
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 in via sperimentale iniziarono a praticarla e notarono come molti pazienti dopo la 
rimozione di un glioma sopravvivessero più a lungo rispetto agli altri. Questa 
osservazione, unitamente a quella secondo cui non tutti i gliomi hanno 
caratteristiche microscopiche simili, portò loro a dedicarsi ad uno studio 
approfondito e completo della storia clinica e della morfologia di oltre 400 gliomi. 
Nel loro lavoro furono in grado di classificare 13 tipi di glioma e osservare vari gradi 
di prognosi66. Tale attenta classificazione costituisce il fondamento sul quale 
poggiano e sono cresciuti i campi della neuro-oncologia e della neurochirurgia 
attuali67.  
L’ era moderna della ricerca, che arriva fino ai giorni nostri, viene inaugurata negli 
anni ’40 da Scherer63 e Kernohan68, i cui studi furono determinanti nello sviluppo del 
concetto secondo il quale il glioblastoma fosse un astrocitoma maligno che possa 
talora svilupparsi dalla progressione di una lesione di minor grado31. 
Tutti questi studi insieme agli enormi avanzamenti nella ricerca clinica, 
anatomopatologica, molecolare e genetica, permettono oggi di tracciare un’identità 
dettagliata del glioblastoma67. 
GENERALITÀ 
Il glioblastoma è il tumore celebrale primario più frequente e la neoplasia più 
maligna; le caratteristiche istopatologiche includono: atipia nucleare, pleomorfismo 
cellulare, spiccata attività mitotica, trombosi vascolare, necrosi e proliferazione 
microvascolare. Tipicamente interessa gli adulti ed è preferenzialmente localizzato 
negli emisferi cerebrali31.  
La maggior parte dei glioblastomi (oltre il 90%) si manifesta de novo, con una 
storia clinica breve (inferiore a 3 mesi) senza poter riconoscere una lesione 
precedente a minor grado istologico e viene definito “glioblastoma primario”. Questo 
tipo di glioblastoma si sviluppa tipicamente nei pazienti anziani (età media, 62 
anni)60. 
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 Il “glioblastoma secondario” si sviluppa dall’astrocitoma diffuso (grado II) o 
dall’astrocitoma anaplastico (grado III). Questo tipo di glioblastoma è molto meno 
frequente rispetto al primario (meno del 10%); tipicamente si sviluppa in pazienti 
giovani (età media, 45 anni). Il tempo di progressione dall’astrocitoma diffuso al 
glioblastoma varia considerevolmente, da 1 a più di 10 anni, con un intervallo medio 
di 4-5 anni60 (vedi Fig. 1.13).  
I glioblastomi primario e secondario costituiscono due entità nosologiche 
relativamente distinte che evolvono attraverso tappe genetico-molecolari diverse; 
tuttavia condividono la perdita di eterozigosità di 10q, caratteristica comune di tutti i 
glioblastomi58,60,69,70. 
La sopravvivenza nei pazienti con glioblastoma secondario è significativamente più 
lunga (tempo mediano di sopravvivenza pari a 7,8 mesi), rispetto a quelli con 
glioblastoma primario (4,7 mesi); ciò può essere dovuto anche alla minore età di 
insorgenza del glioblastoma secondario60. 
A causa della sua natura invasiva, il glioblastoma raramente può essere 
completamente resecato e nonostante i progressi nella chemio/radioterapia, meno 
della metà dei pazienti sopravvive oltre 1 anno; l’età avanzata è il più importante 
fattore prognostico negativo31. 
 
 
Fig. 1.13 Distribuzione cumulativa dell’età in pazienti con glioblastoma primario e 
secondario71. 
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 L'origine cellulare del glioblastoma è un argomento di ricerca attuale e ricco 
di controversie. Per molti anni si è ipotizzato che l’eterogeneità del glioblastoma 
derivasse da una de-differeziazione delle cellule neoplastiche. Più recentemente tale 
eterogeneità è stata attribuita alla trasformazione maligna di una cellula progentrice 
bipotenziale o di una cellula ancora più primordiale, la cellula staminale neurale 
(NSC)72-74 (vedi Fig. 1.14). 
Questa idea ha ricevuto un notevole supporto grazie alla correlazione tra la presenza 
di NSCs attive nella zona subventricolare, e la crescita del glioblastoma. Inoltre, in 
alcuni glioblastomi, sono state isolate cellule con proprietà staminali; tali cellule 
denominate Brain Tumor Steam Cell (BTST), rappresentano solo una piccola sotto-
popolazione, ma hanno la capacità di auto rinnovarsi e presentano un 
comportamento aggressivo75. 
 
 
Fig. 1.14 Potenziali cellule di origine del glioblastoma67. 
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 Il glioblastoma e le sue varianti corrispondono al Grado IV della 
classificazione WHO31. Il glioblastoma costituisce circa il 12-15% di tutte le neoplasie 
intracraniche ed il 60-75% dei tumori astrocitari44,55,60,76. La sua incidenza nelle 
nazioni europee e nel Nordamerica è di 3-4/100.000/anno76. In uno studio svizzero 
normalizzato sulla popolazione europea standard, l’incidenza e pari al 
3,55/100.000/anno43,55,77. 
Si può manifestare a qualsiasi età, ma preferenzialmente interessa gli adulti, con un 
picco d’incidenza tra i 45 ed i 75 anni di età. In uno studio svizzero l’età media dei 
pazienti con glioblastoma è stato di 61,3 anni: più dell’80% dei pazienti aveva un’età 
superiore a 50 anni, mentre solo l’1% aveva un età inferiore a 20 anni60. Il rapporto 
M:F è di 1,26 negli USA76 e di 1,28 in Europa77 (vedi Fig. 1.15). La localizzazione del 
glioblastoma è tipicamente sottocorticale, nella sostanza bianca degli emisferi 
cerebrali. Le sedi più frequentemente interessate, in ordine decrescente, sono il lobo 
temporale (31%), il lobo parietale (24%), il lobo frontale (23%) e il lobo occipitale 
(16%). Particolarmente tipica è la localizzazione combinata fronto-temporale. 
 
 
Fig.1.15 Distribuzione per sesso e per età del glioblastoma31. 
 
 
La sopravvivenza è di solito breve (inferiore a 3 mesi in più del 50% dei casi) a 
meno che non si tratti di un glioblastoma secondario. I sintomi e i segni 
dell’aumentata pressione intracranica sono comuni e consistono in cefalea, nausea e 
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 vomito, papilledema. Possono esserci anche cambiamenti della personalità. Infine 
fino a 1/3 dei pazienti può presentare crisi epilettiche31. 
Nonostante la breve durata dei sintomi, in molti casi il tumore è spesso 
sorprendentemente esteso fino ad arrivare ad occupare la maggior parte di un lobo 
cerebrale. È di solito unilaterale, tuttavia, le forme che interessano il tronco encefalico 
e il corpo calloso possono essere bilaterali e simmetriche. L’estensione bilaterale 
sopratentoriale è dovuta alla rapida crescita attraverso le strutture mieliniche, in 
particolare attraverso il corpo calloso e lungo il fornice, verso i lobi temporali31.  
Nonostante la sua rapida crescita, il glioblastoma tende a non invadere lo spazio 
subaracnoideo, di conseguenza raramente metastatizza attraverso il liquido 
cerebrospinale31.  
Il glioblastoma è una massa a limiti mal definiti, con colorito variabile ed una 
porzione centrale necrotica che può occupare oltre l’80% della massa tumorale (vedi 
Fig. 1.16). Frequenti sono le emorragie, talora estese che evocano sintomi simili a 
quelli ascrivibili all’ischemia celebrare31. 
 
 
Fig. 1.16 Caratteristiche macroscopiche e neuroimaging del glioblastoma multiforme, 
WHO IV; (A) scansione RM con mezzo di contrasto T1-pesata che mostra un contrast-
enhancement ad anello che circonda il glioblastoma nel lobo temporale sinistro; (B) 
lesione che produce un rigonfiamento encefalico ed una distorsione delle 
circonvoluzioni sovrastanti; si notano foci di necrosi ed emorragia; è visibile inoltre 
l’estensione attraverso il corpo calloso nell’emisfero controlaterale49. 
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  Il glioblastoma è costituito da cellule astrocitarie anaplastiche poco 
differenziate, pleomorfe, con una marcata atipia citologica ed una spiccata attività 
mitotica. Caratteristiche essenziali per la diagnosi sono la necrosi e la proliferazione 
microvascolare31. 
Il termine desueto “multiforme”, evidenzia come l’istopatologia di questo tumore 
possa essere estremamente variabile (vedi Fig. 1.17). Mentre alcune lesioni hanno un 
alto grado di polimorfismo con numerose cellule giganti multinucleate, altre sono 
altamente cellulate, ma più monomorfe; inoltre, possono essere presenti cellule 
schiumose, di piccola taglia, cellule granulari, gemistociti o cellule metaplastiche e 
foci di oligodendroglioma31. 
La natura astrocitaria della neoplasia, a causa dell’alto grado di anaplasia, non sempre 
può essere identificata agevolmente. L’eterogeneità intra ed inter-lesionale è notevole 
e pone notevoli difficoltà nella diagnosi di piccole biopsie stereotassiche78. 
Le cellule tumorali invasive risiedono al di fuori della rima di contrast-enhancement 
del tumore, perciò spesso la resezione chirurgica e la radioterapia ad alti dosaggi, non 
sono efficaci. Ciò sembra essere la causa di recidiva locale31. 
L’attività proliferativa è di solito marcata, con mitosi rilevabili in quasi tutti i casi. La 
presenza di mitosi atipiche è frequente. L’attività mitotica comunque può variare 
enormemente sia tra neoplasia e neoplasia, che tra zone diverse dello stesso tumore. 
L’indice proliferativo è pari al 15-20%, nonostante ciò non è stata ancora dimostrata 
una stretta associazione con l’outcome clinico79-81. 
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Fig. 1.17 Sintesi della straordinaria varietà istologica che caratterizza il glioblastoma; 
(A) rapporto nucleo/citoplasma variabile e morfologia astrocitaria presente in una 
piccola porzione di cellule; (B) estremo pleomorfismo citologico; (C) masse 
eosinofile intracellulari; (D-E) piccole cellule con un ampio numero di mitosi; (F) 
positività alla sinaptofisina; (G) citoplasma granulare; (H) caratteristiche epitelioidi e 
pseudo-ghiandolari54. 
 
 
 
 35 
  La necrosi tumorale è una caratteristica fondamentale del glioblastoma82. La 
necrosi può essere vista attraverso il neuroimaging come un core all’interno della 
massa tumorale, privo contrast-enhancement; rappresenta una vasta area di tessuto 
tumorale non vitale che può costituire più dell’80% della lesione78. Queste regioni 
appaiono macroscopicamente come aree di rammollimento granulari, giallastre o 
biancastre. Di solito, le aree di necrosi non attraggono un grosso numero di cellule 
macrofagiche. Occasionalmente, all’interno delle estese aree necrotiche possono 
essere visualizzati i vasi tumorali preservati, circondati da una corona di cellule 
tumorali vitali31 (vedi Fig. 1.18 A). 
Una seconda forma di necrosi consiste in foci di necrosi multipli, piccoli, serpiginosi, 
circondati radialmente da cellule neoplastiche fusiformi, stipate le une alle altre, 
disposte a “pseudopalizzata”49,83 (vedi Fig. 1.18 B). La relazione tra la necrosi a 
“pseudopalizzata” e le ampie regioni di necrosi confluente non è stata ancora ben 
definita, anche se è stata suggerita una possibile evoluzione temporale. 
Comparate con le adiacenti cellule tumorali, quelle della necrosi a pseudopalizzata 
presentano un alto tasso di apoptosi (vedi Fig. 1.18 D) e un basso indice proliferativo; 
inoltre, sono più spesso ipossiche ed esprimono il fattore angiogenetico HIF-1α83 
(vedi Fig. 1.18 C) e il suo target trascrizionale Vascular Endothelial Growth Factor, 
VEGF84. L’ipossia causa l’iper-espressione di VEGF e degli altri fattori pro-
angiogenetici; ciò sembra essere responsabile della proliferazione microvascolare85. 
Molti aspetti della patogenesi della necrosi tumorale rimangono ancora da scoprire; è 
stato suggerito che la sequenza di eventi inizia da un piccolo cluster di cellule 
apoptotiche che inducono la necrosi a “pseudopalizzata” ed, eventualmente, alle 
ampie aree di necrosi ischemica (vedi Fig. 1.19). Altri autori hanno ipotizzato che 
l’occlusione vascolare microscopica e la trombosi portino all’ipossia che causa la 
necrosi86. 
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Fig. 1.18 Necrosi e apoptosi nel glioblastoma; (A) estese aree di necrosi ischemica 
(sulla destra) sono presenti anche vasi sanguigni dilatati e trombotici; (B) multipli 
focolaio serpiginosi di necrosi a pseudo palizzata; (C) espressione di HIF-1α nelle 
cellule perinecrotiche; (D) cellule apoptotiche perinecrotiche31. 
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Fig. 1.19 Ipotesi sulla relazione tra la necrosi, ipossia e angiogenesi49. 
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 Con la necrosi, la presenza di proliferazione microvascolare 
(precedentemente chiamata proliferazione endoteliale) è una caratteristica 
istopatologica distintiva del glioblastoma. Questa si presenta al microscopio ottico 
come un ciuffo glomeruloide, localizzato comunemente in vicinanza della necrosi. La 
proliferazione microvascolare consiste tipicamente in cellule endoteliali 
multistratificate, attive mitoticamente, circondate da periciti e cellule muscolari lisce 
(vedi Fig. 1.20). Nei vasi poco appariscenti l’indice proliferativo è del 2-4%, mentre 
nei vasi tumorali proliferanti può superare il 10%31. Sono spesso presenti trombosi 
vascolari che giocano un ruolo importante nella patogenesi della necrosi ischemica 
del tumore83. 
 
 
Fig. 1.20 Proliferazione microvascolare nel glioblastoma. (A) “ciuffi glomeruloidi” 
con multistratificazione di cellule endoteliali; (B) colorazione per la reticolina54.  
 
 
Il glioblastoma è tra i tumori più vascolarizzati nell’uomo. La proliferazione 
microvascolare, o neovascolarizzazione, dota il tumore di una rete vascolare 
abbondante e aberrante, e contribuisce a conferire resistenza a chemio e radioterapia.  
La vascolarizzazione del glioblastoma è resa possibile da diversi meccanismi che 
comprendono (vedi Fig. 1.21): 
 Reclutamento vascolare: consiste nella disposizione da parte delle cellule 
tumorali attorno a vasi del parenchima sano. Rappresenta il primo evento 
attraverso il quale i gliomi si dotano di nuovi vasi. In questo processo la 
bradichinina sembra agire come stimolo chemiotattico nella migrazione. 
Oltre ad essere il meccanismo con cui il tumore si dota di nuovi vasi nelle 
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 primissime fasi di crescita, rappresenta la modalità di vascolarizzazione che 
rimane comunque attiva nel fronte invasivo84. 
 Angiogenesi classica: consiste nella gemmazione di capillari da vasi 
preesistenti attraverso la proliferazione endoteliale e la migrazione. Richiede 
tre fasi distinte consecutive: la disgregazione della parete vasale, della 
membrana basale vascolare e della circostante matrice extracellulare; la 
migrazione delle cellule endoteliali e la formazione di nuovi vasi sanguigni87. 
Il risultato del processo angiogenico neoplastico è tuttavia un network 
vascolare caratteristicamente anomalo, con vasi tortuosi, dilatati, con 
anomale ramificazioni e shunt artero-venosi, che portano ad una perfusione 
inadeguata. Il glioblastoma, in particolare, come risultato dei persistenti 
stimoli che rendono impossibile una completa maturazione dei vasi 
neoformati, presenta vasi immaturi, con aumentata permeabilità, privi di una 
membrana basale84.  
 Vasculogenesi: consiste nel reclutamento di cellule progenitrici endoteliali 
(EPCs) dal midollo osseo, ma dati sempre più evidenti suggeriscono che 
anche i macrofagi tumore-associati (TAM), derivanti dal midollo osseo, 
entrino in circolo e si localizzino nei siti di neovascolarizzazione patologica, 
differenziandosi in cellule endoteliali. La principale chemochina che supporta 
la vasculogenesi è la SDF-1α.84 
 Mimetismo vascolare: consiste nella creazione di canali, simili a vasi 
sanguigni, delimitati da cellule neoplastiche anziché da cellule endoteliali84. 
 Transdifferenziazione di cellule tumorali in cellule con fenotipo 
endoteliale: consiste nella de-differenziazione di cellule neoplastiche 
(probabilmente cellule staminali tumorali) verso un fenotipo endoteliale88. 
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Fig. 1.21 Meccanismi di neovascolarizzazione associati al glioblastoma. (A) 
reclutamento vascolare; (B) angiogenesi classica; (C) vasculogenesi; (D) mimetismo 
vascolare; (E) transdifferenziazione di cellule tumorali in cellule endoteliali. N: 
necrosi84. 
 
 
Nessuno di questi meccanismi è indipendente, ma sono collegati e controllati, 
almeno in parte, da processi analoghi84. 
L’ipossia induce HIF-1α, considerato il fattore angiogenico più importante. 
L’accumulo di HIF-1α comporta l’attivazione di oltre di 100 geni regolati dall’ipossia, 
che controllano: l’angiogenesi (VEGF), il metabolismo cellulare (anidrasi carbonica, 
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 lattico deidrogenasi), la sopravvivenza e l’apoptosi (BNIP) e la migrazione cellulare 
(c-met, CXCR4)89. 
VEGF è stato identificato come uno dei mediatori chiave dell’angiogenesi nei tumori, 
glioblastoma incluso. Il termine VEGF si riferisce a una famiglia di fattori di crescita 
che è composta da 6 glicoproteine: VEGF-A, B, C, D, E ed il Placental Growth Factor 
(PIGF). Tutte le isoforme di VEGF esplicano la loro funzione biologica attraverso tre 
recettori tirosin-chinasici (VEGFR-1/Flt1, VEGFR-2Flk-1/KDR e VEGFR-3), e due 
corecettori (NRP-1 ed NRP-2)84. 
L’espressione di VEGF negli adulti è minima, mentre risulta nettamente superiore 
nel glioblastoma, specialmente nelle cellule circostanti la necrosi83, portando ad un 
aumento della vascolarizzazione e della permeabilità vascolare. Inoltre, le vie di 
segnalazione del VEGF comportano la sintesi di ossido nitrico da parte delle cellule 
endoteliali90, la mobilizzazione di cellule progenitrici endoteliali derivanti dal midollo 
osseo89,91,92, e contribuiscono all’induzione delle metallo-proteinasi (MMPs). 
Nel processo di rimodellamento vascolare osservato nel glioblastoma, partecipano le 
cellule endoteliali, i periciti, le cellule muscolari lisce e le cellule derivanti dal midollo 
osseo; tale processo porta ad una proliferazione microvascolare che costituisce una 
caratteristica istopatologica distintiva del glioblastoma31. 
GENETICA MOLECOLARE DEL GLIOBLASTOMA 
La trasformazione maligna delle cellule neuroepiteliali è un processo a fasi multiple e 
progressive guidato da un’acquisizione di alterazioni genetiche sequenziale. Secondo 
questa teoria, di tutte le neoplasie astrocitarie dunque, il glioblastoma conterrebbe il 
più alto numero di mutazioni genetiche. Sulla base della differente combinazione di 
mutazioni di TP53, perdita di eterozigosità dei cromosomi 10 e 17p e amplificazione 
di EGFR, può essere identificate sottoclassi di tumori con distinte alterazioni 
genetiche, permettendo ad esempio di distinguere i glioblastomi primari dai 
secondari31. 
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 Epidermal growth factor receptor (EGFR) 
Il gene che codifica EGFR, un omologo cellulare di v-erbB, è localizzato sul 
cromosoma 793,94. EGFR codifica una proteina di 170 kDa, la quale è un recettore 
transmembrana che si lega a ligandi extra-cellulari, come EGF e TGF-α, permettendo 
la trasduzione di questi segnali di proliferazione31. 
EGFR è il gene più frequentemente amplificato nel glioblastoma e il materiale 
genetico amplificato è tipicamente presente sotto forma di elementi extra 
cromosomici (double-minute)69 (vedi Fig. 1.22). 
L’amplificazione di EGFR è associata ad una iperespressione del gene: tutti i 
glioblastomi con amplificazione mostrano una iperespressione di EGFR e, viceversa, 
il 70-90% dei glioblastomi con iperespressione mostra una amplificazione di EGFR. 
L’amplificazione di EGFR avviene in circa il 40% dei glioblastomi primari, raramente 
nei glioblastomi secondari58. In uno studio di Oghaki et al.44, l’amplificazione di 
EGFR non è stata riscontrata in glioblastomi di pazienti più giovani di 35 anni. 
L’amplificazione del gene EGFR è spesso associata ad alterazioni strutturali del 
recettore, sono state identificate diverse varianti tronche, tra le quali la III 
(EGFRvIII), anche chiamata Δ-EGFR95, è presente nel 20-50% dei glioblastomi con 
amplificazione di EGFR. EGFRvIII deriva da una delezione di 801-bp degli esoni 2-7 
del gene EGFR; il recettore è strutturalmente e funzionalmente simile a v-erbB, ed è 
costitutivamente attivato in maniera ligando-indipendente, portando la cellula alla 
proliferazione attraverso le vie PI3K, RAS e MAPK96. 
In Europa e in Asia, le mutazioni puntiformi di EGFR non sono frequenti (3-5%)97.  
Via genetico-molecolare PI3K/PTEN/AKT 
L’EGFR, o gli altri recettori per i fattori di crescita, si attivano quando si legano ai 
loro ligandi (EGF-TGF-α) e reclutano PI3K (fosfatidilinositolo 3-kinasi) sulla 
membrana cellulare. PI3K converte il PIP2 (fosfatidilinositolo 4,5 bifosfato) in PIP3 
(fosfatidilinositolo 3,4,5 trifosfato). Quest’ultimo attiva gli effettori molecolari a valle 
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 come AKT e mTOR (mammalian target of rapamycin); da ciò risulta un aumento 
della proliferazione e della sopravvivenza cellulare. 
Il gene PTEN (phosfatase and tensin homology) è localizzato al 10q23.3, codifica per 
una proteina con un dominio centrale, omologo alla regione catalitica delle proteine 
tirosin-fosfatasiche e tale dominio è importante sia per la sua attività fosfatasica che 
per la fosforilazione del 3’ fosfoinositolo. PTEN inibisce il segnale PIP3, di 
conseguenza inibisce la proliferazione cellulare. 
Il dominio amminoterminale di PTEN è un omologo della tensina e dell’auxillina, 
importanti fattori della regolazione della migrazione e della invasione cellulare 
attraverso la defosforilazione diretta di FAK (Focal Adhesion Kinase)44. 
 PTEN è mutato nel 15-40% dei casi, e quasi esclusivamente nel glioblastoma 
primario44,58,97 (vedi Fig. 1.22). La delezione omozigote di PTEN può avvenire, ma è 
rara (meno del 2%); di solito si riscontrano mutazioni non senso (13%), delezioni o 
inserzioni di codoni-stop (32%). Tali mutazioni sono ugualmente distribuite lungo 
tutti gli esoni; nonostante ciò il 33% delle mutazioni non senso portano a 
cambiamenti amminoacidici, preferenzialmente localizzati negli esoni 1-6, che 
costituiscono le regioni omologhe alla tensina e all’auxilina44. Questo suggerisce che 
le cellule con PTEN troncato o mutazioni non senso di PTEN nella regione omologa 
alla tensina e auxilina acquisiscono un fenotipo trasformato31. 
 
 
Fig. 1.22 Alterazioni genetiche nel glioblastoma dei recettori tirosin-chinasici, di RAS 
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 e di PI3K. Le alterazioni attivanti sono mostrate in rosso. Le alterazioni che portano 
ad una perdita di funzione sono indicate in blu. Sono mostrati i componenti alterati, 
il tipo di alterazione, e la percentuale di tumori in cui sono stati ritrovati. Il riquadro 
in alto a sinistra indica la percentuale totale di glioblastomi con alterazioni di almeno 
un gene conosciuto coinvolto in tale via genetico molecolare98 
PIK3CA/p110α  
PIK3CA/p110α è la subunità catalitica di PI3K, è codificata da un gene di 34kb 
localizzato su 3q26.3 e consiste in 20 esoni che codificano per una proteina di 
124kDa. Nel glioblastoma le mutazioni di PIK3CA sono infrequenti (meno del 
10%)31. 
Via genetico-molecolare TP53/MDM2/p14ARF 
Il gene TP53 (sul locus 17p13.1) codifica per una proteina coinvolta in diversi 
processi tra i quali il ciclo cellulare, la risposta al danno al DNA, la differenziazione e 
la morte cellulare, la neovascolarizzazione99. In seguito al danno del DNA, p53 è 
attivata e induce la trascrizione di geni come p21. 
Il gene MDM2 (sul locus 12q14.3-q15) codifica per una proteina di 54 kDa, che si 
lega a p53, inibendo la capacità di p53 di attivare la trascrizione di sequenze 
promotrici. Viceversa, la trascrizione del gene MDM2 è indotta da p5331. 
Nelle cellule normali, questo feedback permette di autoregolare l’attività di p53 e 
l’espressione di MDM2. Inoltre, MDM2 promuove la degradazione di p53100. 
Il gene p14ARF(sul locus 9p21) codifica per una proteina che si lega a MDM2 e 
inibisce la degradazione di p53. Viceversa, l’espressione di p14ARF è regolata 
negativamente da p5331.  
Da ciò, si evince che la perdita delle normali funzioni di p53 possa risultare da 
un’alterata espressione genica di TP53, MDM2 o p14ARF (vedi Fig. 1.23). 
 Le mutazioni di TP53 sono una caratteristica genetica del glioblastoma 
secondario (più del 65%) e nella maggior parte dei casi è già presente nell’astrocitoma 
anaplastico o nell’astrocitoma diffuso. Nei glioblastomi primari TP53 è mutato in 
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 una percentuale significativamente inferiore (meno del 25%)51,93. La distribuzione e il 
tipo di mutazioni di TP53 differiscono inoltre tra i due tipi di glioblastoma: nel 
secondario, il 57% delle mutazioni sono localizzate nei due codoni hotspot 248 e 273; 
nel primario, invece, le mutazioni sono equamente distribuite lungo tutti gli esoni, 
con il solo 17% localizzato nei codoni 248 e 273. Transizioni G:C A:T nelle isole 
CpG sono significativamente più frequenti nel glioblastoma secondario rispetto al 
primario, suggerendo che in questi sottotipi meccanismi molecolari differenti 
sottendono l’acquisizione di mutazioni di TP5344. 
 L’Amplificazione e l’iperespressione di MDM2 costituisce un meccanismo 
alternativo di elusione del controllo di crescita regolato da p53. L’amplificazione è 
osservata all’incirca nel 10% dei glioblastomi senza mutazioni di TP53. 
L’iperespressione di MDM2 è osservata in più del 50% dei glioblastomi primari100,101. 
 La perdita di espressione di p14ARF è frequente nel glioblastoma (76%) ed è 
correlata alla delezione omozigote e/o alla metilazione del promotore del gene. Non 
c’è una differenza significativa tra le alterazioni di p14ARF nel glioblastoma primario e 
secondario (50% vs 75%). Inoltre la metilazione di p14ARF è presente in circa 1/3 degli 
astrocitomi di basso grado56. 
 
 
Fig. 1.23 Alterazioni genetiche nel glioblastoma della via genetico-molecolare di 
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 TP53. Le alterazioni attivanti sono mostrate in rosso. Le alterazioni che portano ad 
una perdita di funzione sono indicate in blu. Sono mostrati i componenti alterati, il 
tipo di alterazione, e la percentuale di tumori in cui sono stati ritrovati. Il riquadro in 
alto a sinistra indica la percentuale totale di glioblastomi con alterazioni di almeno 
un gene conosciuto coinvolto in tale via genetico molecolare98 
Via genetico-molecolare p16INK4a/CDK4/RB1 
Questa via di segnalazione è importante per il controllo della progressione dalla fase 
G1 verso la fase S del ciclo cellulare.  
Il gene RB1 (13q14) codifica per una proteina di 107 kDa44; 
Il complesso CDK4/ciclina D1 fosforila la proteina RB1, inducendo così il rilascio 
del fattore di trascrizione E2F che attiva i geni implicati nella transizione G1S100; 
Il gene p16INK4a (sul locus 9p21), codifica per una proteina che si lega alla CDK4 e 
inibisce il complesso CDK4/ciclina D1; in tal modo regola negativamente la 
transizione G1S100. 
La perdita del controllo del ciclo cellulare può pertanto risultare da un’alterata 
espressione di uno di questi geni, come ad esempio la perdita di espressione di 
p16INK4a, l’iperespressione o amplificazione delle CDK o la perdita della funzione di 
RB (vedi Fig. 1.24). 
 Nel glioblastoma, una delezione di p16INK4a ed una mutazione the RB1 
sembrano essere mutuamente esclusive. L’inattivazione dei geni in questa via di 
segnalazione è comune sia ai glioblastomi primari che ai secondari, con una 
frequenza complessiva del 40-50%100,102; 
Il gene CDK4 (al 12q13-14) è amplificato in circa il 15% dei gliomi di alto 
grado, in particolar modo in quelli senza delezione di p16INK4a. Alcuni tumori senza la 
delezione di p16INK4a o l’amplificazione di CDK4 presentano l’amplificazione di 
CDK6, suggerendo come queste due proteine possano essere tra di loro 
funzionalmente compensatorie100; 
La perdita di eterozigosità di 13q, incluso il locus RB1, è stata ritrovata nel 
12% dei glioblastomi primari e nel 38% dei secondari. La metilazione del promotore 
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 del gene RB1 è stata significativamente correlata con la perdita di espressione della 
sua proteina ed è stata ritrovata più frequentemente nei glioblastomi secondari (43%) 
rispetto ai primari (14%). La metilazione del promotore RB1 non è stata ritrovata 
nell’astrocitoma diffuso o nell’astrocitoma anaplastico, suggerendo il suo ruolo 
tardivo nella progressione neoplastica103,104.  
 
 
Fig. 1.24 Alterazioni genetiche nel glioblastoma della via genetico-molecolare di 
RB1. Le alterazioni attivanti sono mostrate in rosso. Le alterazioni che portano ad 
una perdita di funzione sono indicate in blu. Sono mostrati i componenti alterati, il 
tipo di alterazione, e la percentuale di tumori in cui sono stati ritrovati. Il riquadro 
in alto a sinistra indica la percentuale totale di glioblastomi con alterazioni di 
almeno un gene conosciuto coinvolto in tale via genetico molecolare98 
 
Perdita di eterozigosità del cromosoma 10 
La perdita di eterozigosità del cromosoma 10 è la più frequente alterazione genetica 
nel glioblastoma, presente nel 60-80% dei casi. La maggior parte dei glioblastomi 
mostra una perdita di una intera copia del cromosoma 10, ma gli studi sulla perdita 
di eterozigosità identificano alla fine tre regioni delete più comunemente, 10p14-p15, 
10q23-24, e 10q25-pter, suggerendo la potenziale presenza di diversi geni 
oncosoppressori in questi loci44,97,101,105,106. 
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  La perdita di eterozigosità di 10q si verifica con la stessa frequenza nel 
glioblastoma primario che nel secondario, con una frequenza comune di delezione di 
10q25-qter. La perdita di eterozigosità di 10q25-qter è presente anche nella 
progressione da astrocitoma anaplastico o diffuso a glioblastoma105; 
 Al contrario la perdita di eterozigosità di 10p si verifica quasi esclusivamente 
nel glioblastoma primario, ed è dovuto alla perdita dell’intero cromosoma 10101,106. 
La perdita di eterozigosità del cromosoma 10 è rara nei tumori astrocitari di basso 
grado. Infine, è interessante notare la discrepanza tra la perdita di eterozigosità della 
regione cromosomica contenente il gene PTEN (75-95%) e la frequenza, molto più 
bassa, di mutazione del gene PTEN stesso (30-44%), suggerendo il coinvolgimento di 
un gene oncosoppressore non ancora ben identificato localizzato sul braccio lungo 
del cromosoma 10; dei geni oncosoppressori mappati sul locus 10q25.3-26.1, DMBT1 
(Deleted in Malignant Brain Tumor 1) è considerato il candidato più accreditato 105. 
Perdita di altri loci cromosomi 
La perdita di eterozigosità di 1p è stata ritrovata con una frequenza simile nel 
glioblastoma primario e secondario (12-15%)107,108. 
La Perdita di eterozigosità di 22q è stato ritrovato nel 20-30% dei gliomi di 
tutti i gradi, suggerendo la presenza di geni oncosoppressori che possono giocare un 
ruolo cruciale nelle fasi precoci della progressione da gliomi di basso grado verso il 
glioblastoma. La perdita di eterozigosità di 22q è significativamente più frequente nel 
glioblastoma secondario (82%) rispetto al glioblastoma primario (41%)108. 
Metilazione dei promotori 
O6 metilguanina-DNA metiltransferasi (MGMT) è una proteina di riparazione che in 
maniera aspecifica rimuove i gruppi alchilici promutagenici dalla posizione O6 della 
guanina nel DNA; in tal modo protegge le cellule contro gli agenti alchilanti109. 
La perdita di espressione di MGMT può essere causata dalla metilazione delle isole 
CpG del promotore. La metilazione del promotore MGMT è presente 
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 frequentemente nel glioblastoma (45-75%), ed è stata associata ad una sopravvivenza 
più lunga in pazienti con glioblastoma trattato con temozolomide110,111. Il 
glioblastoma secondario mostra una frequenza più alta di metilazione del promotore 
MGMT rispetto al glioblastoma primario. Negli astrocitomi di basso grado la 
metilazione del promotore di MGMT è associata spesso a frequenti transizioni 
G:CA:T57. 
La metilazione dei promotori dei geni di TP53, p14ARF, RB1 e TIMP-3, è comune nel 
glioblastoma ed è più frequente nel glioblastoma secondario rispetto a quello 
primario56,103,104. 
Isocitrato deidrogenasi 1 e 2 (IDH 1 e IDH 2) 
Il gene dell’isocitrato deidrogenasi (IDH) codifica per un enzima che converte 
l’isocitrato ad α-chetoglutarato con la corrispettiva riduzione di NADP+ in NADPH. 
Le due isoforme IDH1 e IDH2 sono rispettivamente citosolica e mitocondriale. 
Mentre IDH3 fa parte del ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA) che genera NADH, 
IDH1 e IDH2 partecipano al trasporto di elettroni tra il mitocondrio e il citoplasma. 
Uno studio del 2008 ha provato come le mutazioni di IDH1 localizzate sul residuo 
R132 e le mutazioni di IDH2 su R172 fossero presenti nel 12% dei gliomi. I tumori 
con IDH1 mutato erano più comuni nei pazienti giovani e nel glioblastoma 
secondario, ed associati ad una sopravvivenza più lunga112. Un lavoro successivo113, 
ha studiato la presenza di mutazioni di IDH1 in una serie di 685 tumori 
comprendenti diversi sottotipi di glioma. Le mutazioni erano pressoché assenti nel 
glioblastoma primario ed erano presenti nell’ 88% dei glioblastomi secondari. 
Le conseguenze biochimiche della mutazione di IDH1/IDH2 sono correlate 
specificatamente alle mutazioni nei codoni R132/R172, poiché codificano per 
l’amminoacido arginina che permette le interazioni idrofiliche necessarie per il 
legame dell’isocitrato all’enzima. Tali mutazioni portano ad una perdita di funzione e 
permettono di qualificare IDH1 e IDH2 come geni oncosoppressori114,115. Infatti, dati 
recenti indicano che l’IDH1 con mutazione R132 non solo non catalizza la 
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 conversione dell’isocitrato ad α-chetoglutarato, ma riduce l’ α-chetoglutarato a D-2-
idrossiglutarato (enantiomero D)116 (vedi Fig. 1.25 B). A causa di questa perdita di 
funzione dell’enzima, i gliomi con la mutazione R132 di IDH1 contengono una 
concentrazione 100 volte superiore di 2-idrossiglutarato rispetto ai tumori privi della 
mutazione. Una possibile spiegazione della funzione oncogena di IDH1 mutato può 
essere ricercata nella sua capacità di inibire gli enzimi ossigeno-sensibili ed ipossia-
inducibili prolil-idrossilasici (PHDs); questi sono enzimi che regolano negativamente 
HIF-1α; quindi, l’inibizione dei PHDs comporterebbe l’attivazione del fattore HIF-
1α. Per quanto riguarda l’incremento patologico dei livelli di D-2-
idrossichetoglutarato, questi sembrano associati ad encefalopatia e a cardiomiopatia 
ma non ad un aumentato rischio tumorale mentre, l’enantiomero L-2-
idrossichetoglutarato sembra essere associato a difetti neurologici progressivi e ad un 
aumentato rischio di sviluppo di gliomi117. 
 
 
Fig. 1.25 Cascata enzimatica dell’isocitrato-deidrogenasi(IDH) normale (A) e mutato 
(B)118 
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 Rho-GTPasi nel glioblastoma 
Le Rho-GTPasi sono un’importante famiglia di proteine coinvolte in numerose 
funzioni cellulari; nelle cellule tumorali giocano un ruolo fondamentale nella 
regolazione del ciclo cellulare e dei trascritti, nella sopravvivenza cellulare, nel 
traffico vescicolare, nella migrazione e invasità tumorale119-122. La famiglia delle Rho-
GTPasi fa parte della superfamiglia Ras ed è costituita da piccole proteine G, 
monomeriche, di 20-40kDa, che controllano la trasduzione del segnale in numerose 
vie genetico-molecolari119-121. L’identificazione degli effettori delle Rho-GTPasi non è 
ancora del tutto completa; attualmente ne sono stati identificati quasi 100 che 
includo circa 30 protein-chinasi e un ampio numero di proteine scaffold121 (vedi Fig. 
1.26). 
Una funzione altamente conservata della famiglia delle Rho-GTPasi è quella di 
regolare l’actina citoscheletrica, i cui cambiamenti guidano molti aspetti dinamici del 
comportamento cellulare, inclusa la polarità, l’adesione, la morfogenesi, la 
migrazione, la fagocitosi e la citocinesi121. Inoltre sembrano implicate anche nel 
controllo di altre importanti attività cellulari come la regolazione delle cascate JNK e 
p38-MAPK, del complesso enzimatico NAPH ossidasi, della trascrizione dei fattori 
NF-κB e SRF, della progressione del ciclo cellulare attraverso la fase G1, della crescita 
e della differenziazione cellulare, dell’osteoclastogenesi e dell’ematopoiesi120 (vedi Fig. 
1.27). Considerando tutte queste funzioni critiche per la cellula, non sorprende che 
l’attività di queste Rho-GTPasi sia strettamente e finemente controllata da varie classi 
di proteine, tra le quali il sistema ubiquitina-proteosoma121. 
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Fig. 1.26 Via genetico-molecolare delle Rho-GTPasi (www.quiagen.com) 
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Fig. 1.27 Effetti cellulari delle Rho-GTPasi120 
 
I 3 membri più studiati e caratterizzati della famiglia delle Rho-GTPasi sono RhoA, 
Rac1 e Cdc42. Ciascuna controlla una via di trasduzione del segnale tra i recettori di 
membrana e i complessi meccanismo di assemblaggio e disassemblaggio dell’ actina 
citoscheletrica e di adesione integrinica.  
 Sulla proteina RhoA convergono vari recettori tra cui TNF-α-R, EGFR ed in 
generale i GPCRs (G-protein coupled receptor); RhoA tramite gli effettori ROCK 
(serina/treonina protein chinasi associate a Rho) e DIA (Diaphanous formin sub 
family), regola la formazione di fibre di stress e l’adesione focale 120,123,124. Le fibre di 
stress contengono, oltre all’actina, proteine quali la miosina, la tropomiosina e l’α-
actinina e funzionano da microscopici muscoli intracellulari che sfruttano le 
interazioni actina-miosina per generare forze sulla membrana plasmatica. Un 
aumento dell’attività di RhoA è stato correlato con l’aumento della migrazione 
cellulare; difatti, una inibizione in vitro di RhoA riduce in condizioni ipossiche 
l’attività di MMP2 e l’invasività tumorale. Ciò suggerisce che RhoA possa essere 
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 funzionalmente coinvolta nell’aumento dell’invasità tumorale indotta dall’ipossia 
122,125-128 (vedi Fig. 1.28). 
 
 
Fig. 1.28 Via genetico-molecolare di RhoA (www.quiagen.com) 
 
 
Rac1 regola la formazione di lamellipodi (protusioni fogliformi transitorie della 
membrana cellulare coinvolte nel movimento delle cellule), e dei ruffles di mebrana 
(protusioni della membrana plasmatica ricche in actina). Nel glioblastoma, l’intensa 
positività di membrana per Rac1, indica un potenziale stato di iperattivazione. Rac1 
promuove l’invasione neoplastica attraverso diversi recettori ed effettori. Nel 
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 glioblastoma due membri della superfamiglia dei recettori per il TNF utilizzano Rac1: 
TWEAK, che si lega al recettore FGF inducibile 14 (Fn14) e induce l’attivazione delle 
vie AKT ed NF-κb e promuove l’invasività e la radio-chemio resistenza; TROY, che è 
iperespresso nelle cellule neoplastiche e aumenta l’invasività cellulare. Rac1 è 
implicato anche nelle vie di trasduzione di diversi recettori implicati nella malignità 
dei gliomi, difatti è attivato in corso di mutazioni di EGFR e di altri geni come 
PDGFRα, che aumentano l’attività di Rac1. Infine è stato dimostrato, in vitro, che la 
soppressione selettiva di Rac1 induce apoptosi nelle cellule tumorali ma non nelle 
cellule normali127(vedi Fig. 1.29). 
 
 
Fig. 1.29 Via genetico-molecolare di Rac1 (www.quiagen.com). 
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  Cdc42 regola la formazione di filopodi (sottili proiezioni digitiformi 
citoplasmatiche) che facilitano il fronte di avanzamento delle cellule migranti. 
Condivide con Rac1 un ampio spettro di recettori/attivatori e di effettori, che 
supporta l’ipotesi che l’attivazione di Cdc42 porti ad una attivazione di Rac1. 
L’inibizione di Cdc42 comporta una riduzione della migrazione cellulare in vitro e in 
vivo e inoltre comporta alterazioni nella morfologia119,120,123,124,126,129 (vedi Fig. 1.30). 
Infine è stato dimostrato che altre vie genetico-molecolari della famiglia Rho-GTPasi, 
possono indurre radioresistenza controllando l’ipossia e l’angiogenesi125. 
 
 
Fig. 1.30 Via genetico-molecolare di Cdc42 (www.quiagen.com). 
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 MicroRNA nel glioblastoma 
I micro RNA (miRNA) sono filamenti di RNA non codificanti di lunghezza non 
superiore a 30 nucleotidi, costituiscono un’importante classe di prodotti endogeni. 
Regolano negativamente l’espressione genica a livello post-trascrizionale mediante la 
loro interazione con la regione 3’ non tradotta (3’-UTR) degli mRNA target130. 
L’accoppiamento tra il miRNA e il suo sito target non richiede una perfetta 
complementarietà di basi, ciò comporta che un miRNA possa regolare target 
multipli; viceversa, un singolo gene può essere regolato da diversi miRNA. 
La scoperta che nei target dei miRNA ci sia un significativo numero di oncogeni e di 
oncosoppressori alterati in molti tumori, ha evidenziato come i miRNA possano 
essere importanti nella biologia tumorale ed eventualmente possano essere utilizzati 
come biomarcatori o target terapeutici. 
Recentemente, un ampio numero di studi ha focalizzato l’attenzione sulla relazione 
tra i miRNA e le vie di segnale coinvolte nel glioblastoma131. In passato, diverse vie di 
segnale erano state associate con una ridotta sensibilità delle cellule di glioblastoma 
alla radioterapia e alla chemioterapia. Molti geni coinvolti in queste vie sembrano 
essere regolati da miRNA, che quindi giocano un importante ruolo patogenetico nel 
glioblastoma. I miRNA grazie alla loro capacità regolatoria sono target terapeutici 
promettenti in quanto possono portare al superamento della radio e chemio-
resistenza132 (vedi Figg. 1.31 - 1.32) 
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Fig. 1.31 miRNA coinvolti nei meccanismi di radioresistenza dei gliomi132. 
 
 
Fig. 1.32 miRNA coinvolti nei meccanismi di chemioresistenza nei gliomi132. 
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 Geni di fusione 
I geni di fusione sono stai inizialmente caratterizzati con l’individuazione del 
Cromosoma Filadelfia133 e rappresentano attualmente una caratteristica peculiare di 
alcuni tumori. Uno dei principali obiettivi della ricerca oncologica è rappresentato 
dall’identificazione di aberrazioni cromosomiche che possano avere un ruolo cruciale 
nell’insorgenza, nella progressione e nella terapia dei tumori. La aberrante 
giustapposizione di due geni può codificare per una proteina di fusione o indurre 
l’aberrante espressione di un oncogene. Mentre geni di fusione sono stati 
ampiamente descritti in neoplasie ematologiche, la recente scoperta di geni di fusione 
nei tumori della prostata e del polmone permette di ipotizzarne un ruolo anche nei 
tumori solidi134. La presenza di geni di fusione nei tumori solidi è stata ipotizzata da 
molto tempo, ma solo di recente è stata confermata grazie all’utilizzo delle tecniche di 
sequenziamento di nuova generazione135. La prima proteina di fusione scoperta nel 
glioblastoma è stata FIG-ROS1, in cui una delezione intracromosomica di 240kb 
porta alla sua attivazione costitutiva. Due studi successivi riportano la fusione di 
PDGFRA-KDR e LEO1-SLC12A1. La fusione FGFR-TACC è una delle più frequenti 
ed è stata riportata in diversi studi136. La fusione invece di EGFR-SEPT14 è presente 
in circa il 4% dei glioblastomi e sembra essere sensibile agli inibitori di EGFR135. 
Compresenza di alterazioni genetiche nel glioblastoma 
La perdita di eterozigosità di 10q è la più frequente alterazione genetica che compare, 
insieme ad altre modificazioni, nella fase tardiva di progressione della malattia58.  
L’amplificazione di EGFR è tipicamente associata alla delezione di p16INK4a, mentre le 
mutazioni di TP53, l’amplificazione di EGFR e le mutazioni di PTEN sono 
mutualmente esclusive44,93,137. 
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 CLASSIFICAZIONE TCGA 
La rete di ricerca “The Cancer Genome Atlas” (TCGA), facente parte del “National 
Cancer Institute” in collaborazione con il “National Human Genome Reserch 
Institute”, entrambi facenti capo al “National Institute of Health” (NIH), ha utilizzato 
le tecniche di analisi genomica più all’avanguardia per porre le basi per una 
classificazione molecolare del glioblastoma96 attraverso profili di espressione genica 
che hanno portato alla individuazione di quattro distinti sottotipi molecolari: 
classico, proneurale, mesenchimale e neurale45,98,112,135,138 (vedi Fig.1.33). 
 Glioblastoma classico: è caratterizzato da alti livelli di EGFR, le cui mutazioni 
insorgono con un tasso nettamente superiore rispetto agli altri tre sottotipi. 
Inoltre, TP53 non risulta essere mutato. Clinicamente i pazienti hanno una 
sopravvivenza più lunga ed una risposta al trattamento adiuvante migliore e 
più duratura rispetto agli altri gruppi. 
 Glioblastoma proneurale: è caratterizzato da un alto tasso di mutazioni di 
TP53 (54%) e da un elevata frequenza di mutazioni del gene IDH1. Inoltre, 
solo nello sottogruppo proneurale, il gene PDGFR-α risulta mutato e 
iperespresso nella maggior parte dei casi. Tale sottotipo comprende pazienti 
con un’età significativamente più giovane rispetto agli altri. Clinicamente i 
pazienti tendono ad avere una sopravvivenza più lunga se trattati con terapie 
adiuvanti. 
 Glioblastoma mesenchimale: è caratterizzato da una più alta frequenza di 
mutazioni nel gene oncosoppressore NF1 (37%). In questo gruppo sono 
spesso presenti mutazioni di PTEN e di TP53. Clinicamente i pazienti 
possono avere un aumento della sopravvivenza solo dopo trattamenti 
adiuvanti senza raggiungere tuttavia i livelli del sottotipo proneurale. 
 Glioblastoma neurale: è caratterizzato da mutazioni presenti in molti degli 
stessi geni degli altri sottogruppi; tuttavia costituisce un gruppo a se stante 
poiché esprime geni del tessuto cerebrale normale, delle cellule nervose non 
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 neoplastiche o dei neuroni. I pazienti hanno un’età più avanzata e traggono 
solo benefici minimi dopo trattamento adiuvante.  
 
 
Fig. 1.33 Vie genetico-molecolari del glioblastoma. (A) Alterazioni cromosomiche e 
genetiche coinvolte nel glioblastoma primario e secondario; (B) classificazione 
molecolare TCGA. 
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 SUSCETTIBILITÀ GENETICA 
Nella maggior parte dei casi si tratta di sindromi tumorali ereditarie, che includono la 
sindrome di Turcot, la sindrome di Lì-Fraumeni, la neurofibromatosi di tipo 1 e l’ 
encondromatosi multipla31. 
FATTORI PROGNOSTICI E TRATTAMENTO 
Nonostante i progressi nella chirurgia, nella radioterapia e nella chemioterapia dei 
tumori cerebrali, la sopravvivenza dei pazienti con glioblastoma rimane 
estremamente bassa con una media inferiore ai 15 mesi139. In uno studio retrospettivo 
svizzero e canadese, meno del 20% dei pazienti sopravvive oltre di 1 anno; meno del 
3% sopravvive oltre i 3 anni44,55. 
L’età (inferiore a 50 anni) è il fattore prognostico positivo più importante (vedi Fig. 
1.34). L’ estensione della necrosi e la perdita di eterozigosità del cromosoma 10 sono 
associati ad una sopravvivenza più breve44,140. 
 
 
Fig. 1.34 Curve di sopravvivenza in base all’età della diagnosi44. 
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 Il trattamento chirurgico seguito da radio-chemioterapia adiuvanti migliora solo 
marginalmente la sopravvivenza complessiva, in quanto la malattia è comunque 
destinata a recidivare141.  
La metodica standard per la valutazione della risposta alla terapia del 
glioblastoma è la risonanza magnetica con contrasto, con la quale si individuano 
eventuali variazioni della captazione. La progressione neoplastica viene definita come 
un aumento del 25% delle dimensioni dell’area captante oppure come la comparsa di 
nuovi foci di captazione142. La completa valutazione della risposta alla terapia si 
effettua con i “criteri di MacDonald”, proposti originariamente nel 1990 ed ancora 
oggi in uso141. Alcuni pazienti trattati con terapia antiangiogenica possono mostrare 
una progressione tumorale senza aumento di captazione del mezzo di contrasto. 
Questo fenomeno limita l’affidabilità della sopravvivenza libera da progressione, 
valutato secondo gli standard attuali come end-point negli studi sperimentali 143. 
La chirurgia è alla base del trattamento iniziale del glioblastoma. I benefici 
della resezione chirurgica (totale o subtotale) includono una riduzione dell’effetto 
massa e della necessità di steroidi, con un miglioramento dei deficit neurologici. 
Sfortunatamente, a causa della natura diffusamente infiltrativa del glioblastoma, la 
resezione completa non è possibile144. 
Solo recentemente, è stato rivalutato, il ruolo della chemioterapia nel 
trattamento dei gliomi maligni, specialmente nel glioblastoma. I farmaci utilizzati nel 
trattamento dei gliomi maligni sono la temozolomide, le nitrosouree (tra cui la 
carmustina e la fotemustina), i composti del platino, tamoxifene ad alti dosaggi, 
estrogenici non-steroidei con proprietà antiangiogeniche e l’erlotinib per i tumori 
gliali maligni EGFR positivi144. 
La temozolomide è un profarmaco che a pH fisiologico, in tutti i tessuti 
dell’organismo, subisce la conversione nel suo metabolita attivo che agisce metilando 
il DNA in posizione N7 ed O6 della guanina, ed N3 dell’adenina. Il risultato finale è 
un’interferenza con la replicazione del DNA. L’efficacia della temozolomide è 
modulata dai livelli di MGMT, che sono correlati all’ipo o ipermetilazione del suo 
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 promotore genico. Deregolazioni di tale meccanismo possono conferire resistenza; 
difatti, alti livelli di MGMT comportano una dealchilazione dei siti metilati dalla 
temozolomide, riducendo così l’efficacia del farmaco mentre, una bassa espressione 
di MGMT o un’ipermetilazione del promotore sono stati associati ad una risposta 
favorevole al trattamento chemioterapico110 (vedi Fig. 1.35). Nello studio di Stupp et 
al.111,145 un gruppo di pazienti con la metilazione del promotore di MGMT per le 
ragioni di cui sopra ha dimostrato un significativo aumento della sopravvivenza nel 
trattamento con la temozolomide. 
 
 
Fig. 1.35 Metilazione del promotore di MGMT. (A) la metilazione del promotore 
blocca l’espressione del gene; (B) la proteina trasferisce un gruppo alchilico (-CH3) 
dalla posizione O6 della metilguanina al suo residuo cisteininco, riducendo in tal 
modo l’effetto alchilante della temozolomide54.  
 
Il vantaggio della combinazione di radio e chemioterapia adiuvanti rispetto alla sola 
radioterapia è stato dimostrato da Stupp et al.145 che hanno dimostrato un 
significativo aumento della sopravvivenza (fino a 2 anni) in pazienti selezionati con 
glioblastoma di nuova diagnosi144. 
L’angiogenesi è uno degli aspetti chiave del tumore. Studi pionieristici iniziati 
negli anni ‘70 hanno suggerito come fattori derivanti dal tumore siano in grado di 
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 indurre lo sviluppo di nuovi vasi, ed è stato ipotizzato come tale supporto 
neovascolare potesse essere indispensabile per la crescita tumorale. Sulla base di 
queste osservazioni, fu identificato il ruolo terapeutico degli inibitori 
dell’angiogenesi146. Un’estesa ed approfondita ricerca continuata fino ai giorni nostri 
si è focalizzata sull’identificazione e l’isolamento dei fattori regolanti l’angiogenesi. 
L’angiogenesi ricopre un ruolo fondamentale nella crescita tumorale, nella 
progressione e nella trasformazione maligna. Il glioblastoma è il tumore solido con il 
più alto grado di proliferazione vascolare. La densità microvascolare è stata correlata 
con il grado di malignità, l’aggressività clinica, il tasso di recidiva e la 
sopravvivenza147. Queste osservazioni costituiscono il razionale per lo sviluppo di 
strategie angiogeniche per il trattamento del glioblastoma. 
Il Bevaizumab è un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro il VEGF-A, 
che fu approvato inizialmente in combinazione con altri agenti chemioterapici per il 
cancro colo-rettale, polmonare e mammario139. 
Nella terapia della recidiva di glioblastoma, il bevacizumab è stato valutato da solo o 
in associazione ad irinotecan (un inibitore della topoisomerasi I), risultando 
associato ad un più alto indice di risposta radiologica, sia in monoterapia che in 
combinazione, e ad un’aumentata sopravvivenza libera da progressione (PFS) a 6 
mesi139.  
Questi dati, sebbene provenienti da trial clinici di fase II, hanno permesso nel 2009 
l’approvazione del bevacizumab da parte della Food and Drug Administration, nel 
trattamento del glioblastoma recidivante o in progressione dopo terapia standard139.  
Il bevacizumab è stato sperimentato in combinazione con altri farmaci come 
temozolomide, etoposide, erlotinib e nitrosouree, ma tali associazioni non hanno 
mostrato un’efficace superiore rispetto alla monoterapia con bevacizumab139. 
Attualmente sono in corso numerosi trial clinici che vedono la combinazione del 
bevacizumab con altri agenti citotossici, o nuovi farmaci a bersaglio molecolare139. I 
promettenti risultati del bevacizumab come singolo agente nella recidiva di 
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 glioblastoma hanno suggerito l’utilizzo terapeutico di questo farmaco anche in 
pazienti con glioblastoma di nuova diagnosi139. 
Meccanismi di resistenza al trattamento 
Il glioblastoma è una neoplasia altamente resistente al trattamento con solo un 
marginale aumento della sopravvivenza31. 
La resistenza terapeutica è multifattoriale31: 
 la parziale preservazione della barriera ematoencefalica e l’elevata pressione 
interstiziale intratumorale rappresentano la principale causa della scarsa 
distribuzione dei farmaci; 
 l’instabilità genomica prodotta da mutazioni puntiformi, perdita di 
eterozigosità, delezioni cromosomiche, riarrangiamenti, amplificazioni 
geniche e silenziamento epigenetico porta ad un’eterogeneità genotipica e 
fenotipica tale da poter selezionare una popolazione clonale di cellule 
resistenti ad ogni singola modalità terapeutica; 
 le proprietà invasive permettono alle cellule di glioblastoma di oltrepassare il 
corpo calloso, diffondersi a livello del tronco encefalico e del midollo spinale 
ed andare a domiciliare zone in cui la barriera ematoencefalica è 
completamente intatta; 
 la presenza di una popolazione di cellule staminali neurali può contribuire 
con meccanismi diversi dalla resistenza e dall’eterogeneità cellulare; 
 vari meccanismi di riparazione del DNA vengono mantenuti e ciò comporta 
una riduzione dell’efficacia della chemioterapia e della radioterapia. 
 
Le anomalie molecolari nel glioblastoma causano specifici meccanismi di resistenza e 
di suscettibilità alla terapia31: 
 l’inattivazione della via di TP53, con meccanismi multipli, porta ad una 
perdita dell’apoptosi e del controllo del ciclo cellulare.  
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  mutazioni della via di RB1, sia nelle glioblastoma primario che in quello 
secondario, portano ad un mancato controllo del ciclo cellulare; 
 sebbene mutazioni puntiformi del gene Ras nel glioblastoma siano rare, 
questa via è attivata secondariamente attraverso le vie di segnalazione di 
EGFR, IGFR e quindi PDGFR. Anche eventi a valle, come il silenziamento del 
gene oncosoppressore NF1, possono attivare la via del Ras e causare una 
proliferazione cellulare incontrollata; 
 in maniera simile, la via PI3K può essere attivata da anomalie di segnalazione 
di IG1, EGF o PDF e a valle da anomalie del gene PTEN. 
Queste anomalie suggeriscono che una singola molecola inibente la via di 
segnalazione potrebbe non essere efficace nel trattamento del glioblastoma. 
 
La terapia antiangiogenica migliora solo di poco la sopravvivenza globale, nonostante 
gli alti indici di risposta radiologica139 in quanto, in seguito a terapie 
antiangiogeniche, è possibile osservare cambiamenti nel fenotipo vascolare ed in 
quello tumorale, come una diminuita densità microvascolare ed un’aumentata 
invasività locale148. Tali cambiamenti di fenotipo possono aiutare a fornire una 
spiegazione al modesto o assente beneficio in termini di sopravvivenza osservato 
anche in altri tipi tumorali come il melanoma o il carcinoma della mammella dove il 
trattamento antiangiogenico appare responsabile dell’incremento del potenziale 
metastatico149. Oltre all’aumento dell’invasività e al reclutamento vascolare la terapia 
antiangiogenica provoca un aumento della vasculogenesi dovuta ad un aumento del 
reclutamento di macrofagi tumore-associati (TAM), di progenitori endoteliali e 
periciti150. Si ritiene inoltre che la terapia antiangiogenica possa indurre l’espressione 
di ulteriori fattori proangiogenici quali PDGF, PIGF, bFGF, TNF-α84. 
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 2                                                                                                   
SCOPI DELLA TESI 
Il Glioblastoma rappresenta la neoplasia maligna cerebrale primitiva più frequente e 
aggressiva; si manifesta tipicamente intorno alla VI decade e si localizza 
prevalentemente negli emisferi cerebrali; è un tumore raro con un’incidenza di circa 
3-4 nuovi casi per 100.000 abitanti per anno. È gravato da un altissimo tasso di 
mortalità, con una sopravvivenza di circa 15-18 mesi dalla diagnosi.  
Gli attuali standard terapeutici prevedono la resezione chirurgica, quando possibile, 
seguita da radio e chemioterapia adiuvante. L’introduzione della temozolomide in 
associazione alla tradizionale radioterapia di prima linea, ha dimostrato un beneficio 
statisticamente significativo in termini di sopravvivenza; tuttavia le scarse alternative 
terapeutiche e le caratteristiche biologiche di questo tumore, quali la rapidità di 
crescita e d’invasione dei tessuti circostanti, non consentono di ottenere risultati 
soddisfacenti. 
Risulta quindi estremamente importante capire perché alcuni tumori permettono 
una sopravvivenza superiore a 2 anni, mentre altri sono più aggressivi e presentano 
maggiori capacità di diffusione a tal punto da non permettere l’efficace messa in atto 
degli standard terapeutici minimi come la resezione. 
La gestione ottimale dei pazienti con glioblastoma non è stata ancora del tutto 
definita a causa della scarsità di dati provenienti da studi clinici e della grande 
eterogeneità dei soggetti colpiti in termini di condizioni fisiche, comorbidità, 
tolleranza al trattamento e prognosi. Questi marcatori clinici insieme a quelli 
molecolari sono necessari per personalizzare il trattamento. 
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 Uno studio accurato dei meccanismi molecolari che sono alla base dei processi di 
progressione del glioblastoma potrebbe fornire importanti informazioni sulla sua 
biologia e permettere l’identificazione di biomarcatori molecolari, utili nella pratica 
clinica al fine di monitorare in maniera precisa e seriata l’invasione tumorale, la 
risposta alla terapia, determinare il rischio di recidiva e predire la sopravvivenza 
globale del paziente. 
Tuttavia nel caso del glioblastoma, è molto difficile fare studi di questo genere, 
essenzialmente per la difficoltà di reperire quantità rappresentative di tessuto 
tumorale sia perché è un tumore raro, sia perché non è sempre resecabile e nella 
maggior parte dei casi si può disporre solo di piccoli frammenti bioptici con scarsa 
componente tumorale. 
 
In questo contesto si inserisce l’obiettivo primario del presente studio: ottenere 
nuove e più accurate informazioni sul comportamento aggressivo del glioblastoma, 
attraverso l’identificazione di alterazioni molecolari e genetiche, nel tentativo di 
capire come queste possano in qualche modo influenzare la risposta alla terapia, la 
prognosi, il tempo della prima recidiva e la sopravvivenza globale. 
 
Un ulteriore obiettivo dello studio è quello di identificare l’eventuale presenza di geni 
di fusione, i quali possono portare alla traduzione di proteine costitutivamente 
attivate, alla perdita, tramite la delezione della regione 3’ UTR, della regolazione 
negativa da parte dei miRNA, alla mutazione dei promotori di oncogeni ed 
oncosoppressori alterandone la loro espressione. 
L’identificazione di tali trascritti di fusione potrebbe rappresentare il target di nuove 
terapie molecolari così come è accaduto in altri tipi di neoplasie come l’imatinib 
diretto contro BCR-ABL o il crizotinib diretto contro proteine di fusione che 
coinvolgono ALK. 
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 Infine, il presente studio potrebbe porre le basi per una nuova classificazione 
molecolare dei glioblastomi, che correla con la prognosi e permette una 
personalizzazione della terapia, così come accade per il tumore della mammella. Una 
ricerca in tal senso è stata già intrapresa negli ultimi anni da parte della The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) una rete di ricerca, facente parte del National Institute of 
Healt (NIH) che ha cercato di identificare delle “firme molecolari” che potessero 
permettere tale classificazione; tuttavia ad oggi non esiste ancora una classificazione 
molecolare del glioblastoma universalmente accettata. 
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 3                                                                                        
MATERIALI E METODI 
3.1 POPOLAZIONE OGGETTO DI STUDIO 
Per lo studio sono stati selezionati dall’archivio dell’U.O. di Anatomia Patologica I 
Universitaria (AOUP), 12 campioni di glioblastoma umano, fissati in formalina ed 
inclusi in paraffina (FFPE). 
Tutti i casi hanno avuto una diagnosi di glioblastoma (grado IV WHO) e non hanno 
precedenti storici di neoplasie cerebrali. 
 
I campioni sono stati scelti in modo da ottenere 3 gruppi che presentino una 
sostanziale differenza nel tempo della prima recidiva dopo chirurgia (vedi Tab. 3.1):  
 6 con un tempo di recidiva inferiore o uguale a 5 mesi (Short RFS) ; 
 3 con un tempo di recidiva compreso tra 16 e 23 mesi (Medium RFS); 
 3 con un tempo recidiva maggiore o uguale a 25 mesi (Long RFS). 
 
CASI GRUPPO TEMPO DI RECIDIVA 
(MESI) SESSO ETÀ 
1 Short RFS 2 F 58 
2 Short RFS 3 F 60 
3 Short RFS 3 F 58 
4 Short RFS 5 M 70 
5 Short RFS 5 F 58 
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 6 Short RFS 5 M 62 
7 MediumRFS 16 M 58 
8 Medium RFS 18 M 56 
9 Medium RFS 23 F 60 
10 Long RFS 25 M 61 
11 Long RFS 30 F 57 
12 Long RFS 32 F 44 
Tab. 3.1 Campioni di glioblastoma selezionati per lo studio separati per tempo di 
recidiva RFS (Short Medium e Long), sesso ed età dei pazienti. 
3.2 ANALISI EPIDEMIOLOGICHE 
L’età media d’insorgenza, calcolata sulla base di tutti i 12 casi selezionati, è di 58,5 
anni; per il solo gruppo Short RFS l’età media è di 61 anni; per il gruppo dei Medium 
RFS è di 58, mentre per il gruppo dei Long RFS è di 54 anni. 
Per quanto riguarda il sesso, i casi selezionati annoverano 5 uomini e 7 donne, con 
un rapporto M:F di 1:1,4; nello specifico il rapporto M:F nel gruppo Short RFS è di 
1:2, nel gruppo Medium RFS è di 2:1, mentre nel gruppo Long RFS è di 1:2. 
3.3 CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE 
Per tutti i 12 campioni è stata eseguita un’approfondita caratterizzazione molecolare; 
i campioni sono stati inizialmente caratterizzati per le alterazioni più frequenti nel 
glioblastoma:  
 mutazione R132H nel gene IDH1; 
 metilazione del promotore del gene MGMT; 
 amplificazione del gene EGFR e presenza della sua forma tronca (variante III) 
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 Inoltre, per tutti i 12 campioni, è stato sequenziato l’interno trascrittoma (RNA-seq 
Analysis) attraverso tecniche di sequenziamento di nuova generazione, mediante il 
supporto Ion Proton System (Ion Torrent, Life Technologies). 
3.3.1 ESTRAZIONE DEL DNA 
Da ciascuno dei campioni tumorali FFPE sono state ottenute 2 sezioni dello spessore 
di 10µm, dalle quali è stato estratto il materiale genetico secondo il NucleoSpin 
Tissue Protocol (Genomic DNA from Tissue – Macherey-Nagel GmbH & Co.KG.). 
Per monitorare eventuali contaminazioni, sono stati processati, in parallelo con i 
campioni di tessuto, dei campioni in bianco (acqua deionizzata). 
La quantità di DNA estratto è stata stimata mediante l’utilizzo del fluorimetro Qubit 
2.0 (Life Techonologies), utilizzando 2µl di soluzione non diluita di DNA. Il range di 
rendimento è stato il seguente: 50-500ng/µl di DNA. 
3.3.2 ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE IDH1 
L’analisi mutazionale per il codone 132, esone 4, è stata eseguita utilizzando il kit 
commerciale IDH 1/2 status (Diatech Pharmacogenetics). Dopo l'amplificazione con 
la polimerasi Takara Ex Taq HS DNA (Clontech) i campioni sono stati sequenziati 
con pirosequenziamento (PyroMark Q96 ID, Qiagen) utilizzando il software 
PyroMark ID. 
3.3.3 ANALISI DELLO STATO DI METILAZIONE DEL 
PROMOTORE DEL GENE MGMT 
Lo stato di metilazione del promotore del gene MGMT è stato valutato utilizzando il 
kit commerciale MGMT plus (Diatech Pharmacogenetics). Dopo la conversione con 
bisolfito, il DNA è stato amplificato con primer specifici secondo il protocollo Takara 
 74 
 Ex Taq HS DNA polimerasi (Clontech) e successivamente analizzati con 
pirosequenziamento (PyroMark Q96 ID, Qiagen) utilizzando il software Pyro Q-
CpG. 
3.3.4 ANALISI DELLA VARIAZIONE DEL NUMERO DI COPIE 
DEL GENE EGFR E PRESENZA DELLA VARIANTE 
EGFRVIII 
Il numero di copie del gene EGFR e la presenza della variante EGFR III sono stati 
valutate con il kit commerciale SALSA MLPA (Mrc-Holland) utilizzando la 
Probemix P105 glioma-2. L’analisi dei frammenti è stata successivamente effettuata 
con sequenziatore ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer (Applera). 
3.4 TECNOLOGIA ION PROTON PER IL 
SEQUENZIAMENTO DEL TRASCRITTOMA 
L’analisi dell’intero trascrittoma (RNA-seq Analysis) è stata eseguita con un metodo 
di sequenziamento di nuova generazione mediante l’impiego del sequenziatore Ion 
Proton (Ion Torrent, Life Technologies). Questo sistema di sequenziamento è basato 
su un chip semiconduttore contenente milioni di pozzetti, che è in grado di registrare 
l’incorporazione di un nucleotide nel filamento di DNA (vedi Fig. 3.1 A).  
Nel caso del sequenziamento del trascrittoma, il processo inizia con l’estrazione e la 
purificazione dell’RNA, il quale viene successivamente retrotrascritto in cDNA, che 
viene poi tagliato in milioni di frammenti. Questi vengono amplificati con PCR in 
emulsione; tale processo sfrutta un’emulsione di acqua e olio per creare dei 
microreattori; alla soluzione si addizionano i reagenti del kit Ion PI Template OT2 
200 v3 (Ion Torrent, Life Technologies) e biglie di supporto (Ion Sphere) ricoperte da 
oligonucletidi adattatori. All’interno di ogni microreattore, si vengono a trovare 
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 contemporaneamente un frammento, i reagenti del kit citato ed una biglia di 
supporto; avviene quindi la reazione che lega il singolo frammento agli adattatori 
della biglia; la fase successiva consiste nell’amplificazione del frammento, fino a 
coprire l’intera biglia (vedi Fig. 3.4). Questo processo automatizzato avviene per 
milioni di biglie, ognuna con un frammento differente.  
Successivamente le biglie vengono fatte correre lungo il chip e ciascuna si deposita in 
un pozzetto che viene inondato con uno dei 4 nucleotidi costituenti il DNA. Ogni 
volta che un nucleotide è incorporato nel filamento in crescita, viene rilasciato un 
idrogenione (H+). La macchina è in grado di capire se il nucleotide è stato 
incorporato percependo la variazione di pH indotta dal rilascio del protone, la quale 
comporta un cambiamento di voltaggio che viene registrato e convertito in 
informazione digitale, identificando l'ordine in cui si susseguono le basi azotate che 
compongono il gene (base calls). (vedi Fig. 3.1 B). Essenzialmente ogni pozzetto 
funge da pH-metro. Il processo è ripetuto ogni 15 secondi con un nucleotide 
differente. Se il nucleotide non è complementare, non viene rilasciato alcun 
idrogenione, di conseguenza non ci sono cambiamenti di voltaggio e nessuna base 
call viene digitalizzata. Se ci sono 2 basi identiche adiacenti, vengono inclusi 2 
nucleotidi; ciò comporta un cambiamento di voltaggio doppio ed il chip registra 2 
base call identiche.  
Tutto questo processo avviene simultaneamente per milioni di pozzetti. 
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Figura 3.1 (A): chip semiconduttore; (B): schema semplificato di un pozzetto, una 
biglia contente lo stampo di DNA e la sottostante elettronica con il sensore. I protoni 
(H+) che vengono rilasciati quando ogni nucleotide viene incorporato (dNTP) 
durante l’allungamento del filamento di DNA, causano l'abbassamento del pH della 
soluzione presente all'interno del pozzetto, che comporta una variazione di voltaggio, 
trasmessa e registrata dal sensore sottostante ed in seguito digitalizzata151. 
3.4.1 ESTRAZIONE DELL’RNA 
Da ciascun campione FFPE è stato estratto l’RNA (2 sezioni di 10μm) secondo il 
protocollo Kit RNeasy FFPE (Qiagen). La quantità di RNA estratto è stata stimata 
con il fluorimetro Qubit 2.0 (Life Technologies) utilizzando 2μl di soluzione di RNA 
non diluita. Il range di rendimento è stato il seguente: 50-500ng/µl. 
3.4.2 PREPARAZIONE DELLA LIBRERIA 
Il materiale di partenza, 500ng di RNA (quando possibile), è stato trattato con il Low 
Input RiboMinus Eukaryote Kit v2 (Ambion, Life Tecnologies) per rimuovere i vari 
tipi di RNA ribosomiale (rRNA).  
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 In particolare, l’ RNA estratto è stato ibridizzato con sonde biotilinate Locked 
Nucleic Acid (LNA) specifiche per le molecole di RNA ribosomiale (vedi Fig. 3.2 A). 
Successivamente, l’rRNA è stato catturato dalle biglie magnetiche del kit RiboMinus 
grazie alla streptavidina in seguito al legame della sonda biotinilata (vedi fig. 3.2 B). 
Infine, i complessi arricchiti con RiboMinus sono stati separati usando un magnete 
(vedi Fig. 3.2 C). 
 
A B C 
   
Fig. 3.2 Algoritmo di lavoro RiboMinus. (A): rRNA ibridazione con sonde LNA; (B): 
complessi di biglie magnetiche Ribominus per catturare l’rRNA e sonde; (C): i 
complessi rRNA/sonde/biglie sono rimossi usando un magnete. 
 
 
Successivamente, utilizzando il kit Ion Total RNA-Seq Kit v2, l’RNA è stato 
ibridizzato e legato agli adattatori, retrotrascritto in cDNA e amplificato. Alla fine di 
ogni step, il campione è stato purificato con biglie magnetiche utilizzando il kit 
Magnetic Bead Cleanup Module (Ion Torrent, Life Technologies) (vedi Fig. 3.3). 
L’analisi della concentrazione e della qualità della libreria ottenuta è stata valutata 
caricando 1µl di libreria nello strumento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies), mediante l’impiego dell’Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent 
Technologies). Con tale strumento, è stato possibile quantificare la percentuale di 
frammenti di cDNA che avessero meno di 160bp; tale percentuale è infatti indice 
della buona qualità di una libreria e permette di procedere al passaggio successivo. 
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Figura 3.3, Passaggi per la costruzione della libreria necessaria all’analisi dell’intero 
trascrittoma con il kit Ion Total RNA-Seq Kit v2. 
3.4.3 PREPARAZIONE DEL CDNA STAMPO 
Il cDNA così prodotto non può essere sequenziato direttamente ma sono richiesti dei 
particolari passaggi di amplificazione. Questo sistema prevede l'amplificazione 
clonale dei frammenti attraverso una particolare tecnica chiamata PCR in emulsione 
utilizzando lo strumento Ion OneTouch 2 (Ion Torrent, Life Technologies).Questa 
tecnica consiste nella preparazione di un'emulsione di acqua e olio in cui le 
microbolle d'acqua svolgono l'azione di microreattori per le reazioni di PCR (vedi 
Fig. 3.4) . Tutti i reagenti per la reazione di amplificazione unitamente a biglie di 
supporto (Ion Sphere) su cui si legano i frammenti di cDNA vengono 
preventivamente dispensati in soluzione acquosa. Successivamente con lo strumento 
Ion OneTouch ES (Ion Torrent, Life Technologies) vengono isolate le biglie positive, 
legate cioè ai frammenti di libreria amplificati. È possibile procedere oltre, una volta 
ottenuta una percentuale del 10-25% di biglie positive (Qubit 2.0). 
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Fig. 3.4 Rappresentazione schematica della PCR in emulsione. 
3.4.4 SEQUENZIAMENTO CON ION PROTON 
Per sequenziare i campioni è stato usato il kit Ion PI Sequencing 200 (Ion Torrent, 
Life Technologies). Il Chip Ion PI (Ion Torrent, Life Technologies) è stato calibrato e 
preparato per il caricamento del campione e successivamente inserito nel 
sequenziatore Ion Proton (Ion Torrent, Life Technologies). La corsa, 
precedentemente pianificata nel Torrent Suite Software, è stata così avviata. 
3.4.5 ANALISI BIOINFORMATICHE DEL TRASCRITTOMA 
Le analisi bioinformatiche sono state effettuate usando la piattaforma GALAXY 
(iPlant Collaborative, Texas Advanced Computing Center www.usegalaxy.org/), che 
contiene una varietà di strumenti (tra cui TopHat2, TopHat Fusion, Myvenn ed il 
pacchetto Cufflink che comprende Cuffdiff e Cuffmerge) per le analisi dei dati 
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 ottenuti con il sequenziamento di nuova generazione. Utilizzando TopHat 2, i dati 
ottenuti dal sequenziamento sono stati processati ed allineati al genoma umano di 
riferimento (Homo sapiens, hg19).  
Le sequenze di base call (o reads) allineate sono stati processati con Cufflinks in grado 
di assemblarli in trascritti individuali, deducendo le strutture di splicing dei geni. I 
dati generati delle analisi di Cufflink vengono processati da Cuffmerge in grado di 
riunirli in un catalogo unificato del trascrittoma, filtrando ed eliminando i frammenti 
che posso rappresentare artefatti. Le annotazioni di riferimento permettono di 
ottenere il nome dei geni ed altri dettagli come, l’ID del trascritto, il numero 
dell’esone, l’ID del sito di inizio del trascritto e l’ID della sequenza di codifica. Inoltre, 
è possibile classificare i trascritti e i geni come conosciuti o nuovi. Cuffdiff è in grado 
di valutare la significatività statistica delle modificazioni nell’espressione genica, 
dell’espressione dei trascritti, dello splicing e dell’uso dei promotori; un valore di p-
value corretto, conosciuto come q-value (q-value inferiore allo 0,05) è utilizzato per 
individuare le differenze significative tra due gruppi.  
Mediante “Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” 
(DAVID) (Laboratory of Immunopathogenesis and Bioinformatics, SAIC-Frederick, 
Inc. http://david.abcc.ncifcrf.gov/)152,153 sono stati catalogati tutti i geni con differenza 
di espressione statisticamente significativa tra i tre gruppi di campioni Short RFS, 
Medium RFS e Long RFS.  
Con Pathways commons (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center e University of 
Toronto www.pathwaycommons.org/) è stato possibile identificare quali vie 
genetico-molecolari fossero maggiormente interessate dalle mutazioni genetiche. 
Con lo stumento Myvenn della piattaforma GALAXY (iPlant Collaborative, Texas 
Advanced Computing Center) è stato possibile rappresentare graficamente i gruppi 
di geni differentemente espressi nei 3 gruppi analizzati. 
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 3.4.6 ANALISI DEI TRASCRITTI DI FUSIONE 
I trascritti di fusione sono stati identificati mediante TopHat-Fusion, un altro 
strumento della piattaforma GALAXY (iPlant Collaborative, Texas Advanced 
Computing Center). Per predire il potenziale oncogenico di tali trascritti è stato 
utilizzato il classificatore bayesiano naïve ONCOFUSE (Universad de 
Navarra www.unav.es/genetica/oncofuse.html/)154. 
3.5 ANALISI STATISTICHE 
Per individuare i geni differentemente espressi in maniera statisticamente 
significativa è stato utilizzato Cuffidiff uno strumento del pacchetto Cufflink presente 
sulla piattaforma GALAXY (iPlant Collaborative, Texas Advanced Computing 
Center). Il test del χ2 (chi-quadrato) è stato utilizzato per mostrare la presenza di una 
relazione tra due categorie di variabili. Il potere oncogeno dei trascritti di fusione è 
stato valutato con il teorema di Bayes mediante lo strumento ONCOFUSE 
(Universad de Navarra), 
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 4                                                                                        
RISULTATI 
4.1 ANALISI DEI MARCATORI MOLECOLARI  
La tabella 4.1 riassume i dati ottenuti dall’analisi dei biomarcatori molecolari 
coinvolti nella progressione tumorale e nella resistenza alla terapia. 
 
CASO GRUPPO 
RFS 
(MESI) ETÀ SESSO EGFR 
EGFR
VIII MGMT IDH1 
1 SHORT RFS 2 58 F Amp SI Met WT 
2 SHORT RFS 3 60 F WT NO WT WT 
3 SHORT RFS 3 58 F Amp NO Met WT 
4 SHORT RFS 5 70 M WT NO WT WT 
5 SHORT RFS 5 58 F WT NO Met WT 
6 SHORT RFS 5 62 M WT NO WT WT 
7 MEDIUM RFS 16 58 M Amp NO Met WT 
8 MEDIUM RFS 18 56 M WT NO WT WT 
9 MEDIUM RFS 23 60 F Amp SI Met WT 
10 LONG RFS 25 61 M WT NO WT WT 
11 LONG RFS 30 57 F Amp NO Met WT 
12 LONG RFS 32 44 F Amp SI Met WT 
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 Tab. 4.1 Campioni di glioblastoma selezionati per lo studio separati per tempo di 
recidiva RFS (Short RFS, Medium RFS e Long RFS), sesso ed età dei pazienti. Amp: 
Amplificato; Met: Metilato; WT:Wild Type. 
4.1.1 ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE IDH1 
Nessuno campione analizzato ha presentato la mutazione R132 sul codone 4 del gene 
codificante per IDH1;  
4.1.2 ANALISI DELLO STATO DI METILAZIONE DEL 
PROMOTORE DEL GENE MGMT 
Dei campioni analizzati, 7 hanno presentato metilazione del promotore del gene 
MGMT, di cui 6 donne, e 1 uomo. Inoltre 3 appartenevano al gruppo Short RFS, 2 al 
gruppo Medium RFS ed 2 al gruppo Long RFS. 
L’età media dei casi che presentavano metilazione del promoter di MGMT è risultata 
di 57,9 anni, mentre quella dei casi Wild Type di 59,4. 
4.1.3 ANALISI DELLA VARIAZIONE DEL NUMERO DI COPIE 
DEL GENE EGFR E PRESENZA DELLA VARIANTE 
EGFRVIII 
Dei campioni analizzati, 6 hanno presentato amplificazione del gene EGFR, di questi 
2 appartenevano al gruppo Short RFS, 2 al gruppo Medium RFS, mentre 2 al gruppo 
Long RFS. 3 casi presentavano la variante EGFR III, 1 per ciascun gruppo.  
L’età media dei casi che presentavano amplificazione del gene EGFR era di 55,8 , 
quella dei casi WT era di 61,2. 
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 4.1.4 ANALISI DEI TRASCRITTOMI 
4.1.4.1 ESPRESSIONE GENICA DIFFERENZIALE 
I dati ottenuti dai trascrittomi dei 12 campioni, sono stati processati con la 
piattaforma GALAXY (iPlant Collaborative, Texas Advanced Computing Center) in 
grado di calcolare il livello di espressione relativo dei geni e dei singoli trascritti. 
Disponendo infatti di due o più dataset è possibile calcolarne l'espressione 
differenziale e determinare se le differenze tra due gruppi siano statisticamente 
significative.  
Ogni gruppo è stato confrontato con gli altri due e la risultante analisi di espressione 
genica differenziale ha permesso di capire quanti e quali geni risultassero ipo o 
iperespressi tra i tre gruppi.  
Per effettuare tale analisi è stato settato un False Discovery Rate (FDR) di 0.05. 
La tabella 4.2 mostra nel dettaglio le differenze di espressione genica per i gruppi a 
confronto.  
 
GRUPPI A 
CONFRONTO 
NUMERO DI GENI 
DIFFERENTEMENTE 
ESPRESSI 
IPERESPRESSI IPOESPRESSI 
MEDIUM RFS  
VS  
SHORT RFS 
26 16 10 
MEDIUM RFS  
VS  
LONG RFS 
21 20 1 
LONG RFS  
VS  
SHORT RFS 
51 11 40 
Tab. 4.2  
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 Per quantificare l’espressione, si è ricorso al logFC ossia la funzione logaritmica del 
Fold Change. Il Fold Change rappresenta infatti la misura della variazione di 
espressione di un gene di un gruppo rispetto ad un altro. Il logFC è calcolato in base 
2, il che significa che la variazione di 1 unità corrisponde ad una variazione di 2 volte 
nell’espressione del gene. Una variazione negativa corrisponde ad una ipoespressione 
mentre una variazione positiva corrisponde ad una iperespressione 
 
Dei 26 geni differentemente espressi tra il gruppo Medium RFS e Short RFS, 16 sono 
risultati iperespressi, mentre 10 ipoespressi (vedi Tab. 4.3).  
 
IPERESPRESSI 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
SHORT RFS 
MIR375 2q35 MicroRNA 375 + 100 
SNORD114-29 14q32 
Small nucleolar RNA, C/D box 
114-29 
+ 100 
CHMP4A 14q12 
Charged multivesicular body 
protein 4a 
+ 100 
MIR363 Xq26.1 MicroRNA 363 + 100 
MIR337 14q32.2 MicroRNA 337 + 100 
C2orf27A 2q21.2 
Chromosome 2 Open Reading 
Frame 27A 
+ 100 
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 MIR369 14q32.31 MicroRNA 369 + 100 
MIR206 6p12.2 MicroRNA 206 + 100 
MIR124-1 8p23.1 MicroRNA 124-1 + 100 
MIR543 14q32.31 MicroRNA 543 + 100 
MIR656 14q32.31 MicroRNA 656 + 100 
HIST1H2AM 6p22.1 Histone H2A type 1-M + 100 
MIR380 14q32.31 MicroRNA 380 + 7,81 
ITGA4 2q31.3 
Integrin, Alpha 4 (Antigen 
CD49D, Alpha 4 Subunit Of 
VLA-4 
+ 7,41 
SREBF1 17p11.2 
Sterol Regulatory Element 
Binding Transcription Factor 1 
+ 7,00 
LOC100616530 8q22.1 Tospeak + 5,08 
IPOESPRESSI 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
SHORT RFS 
COX7A1 19q13.1 
Cytochrome C Oxidase 
Subunit VIIa Polypeptide 1 
(Muscle) 
-100.00 
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 GLUD2 Xq24-q25 Glutamate dehydrogenase 2, 
mitochondrial 
-100.00 
H2AFZ 4q24 Histone H2A.Z -100.00 
HIST1H3I 6p22.1 Histone H2A type 1-I -100.00 
LOC100134317 19q13.12 Uncharacterized -100.00 
MIR301B 22q11.21 MicroRNA 301B -100.00 
MIR365B 17q11.2 MicroRNA 365B -100.00 
NDUFB1 14q32.12 
NADH Dehydrogenase 
(Ubiquinone) 1 Beta 
Subcomplex, 1, 7kDa 
-100.00 
PMS2CL 7p22.1 
PMS2 C-terminal like 
pseudogene 
-100.00 
UBE2V1 20q13.2 
Ubiquitin-Conjugating 
Enzyme E2 Variant 1 
-4.55 
 Tab. 4.3 
 
 
Dei 21 geni differentemente espressi tra il gruppo Medium RFS e Long RFS, 20 sono 
risultati iperespressi, mentre 1 ipoespresso (vedi Tab. 4.4). 
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 IPERESPRESSI 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
LONG RFS 
JRK 8q24.3 Jrk Homologus (mouse) + 8.84 
TMEM214 2p23.3 Transmembrane protein 214 + 8.80 
SH3BGRL3 1p36.11 
SH3 Domain Binding 
Glutamate-Rich Protein Like 3 
+ 8.29 
ETS2 21q22.2 
V-Ets Avian Erythroblastosis 
Virus E26 Oncogene Homolog 
2 
+ 8.12 
KIAA0020 9p24.2 Minor Histocompatibility 
Antigen HA-8 
+ 7.96 
IL12RB1 19p13.1 Interleukin 12 receptor, beta 1 + 7.95 
FAM208B 10p15.1 
Family With Sequence 
Similarity 208, Member B 
+ 7.94 
SREBF1 17p11.2 Sterol Regulatory Element 
Binding Transcription Factor 1 
+ 7.25 
MIR380 14q32.31 MicroRNA380 + 7.19 
USO1 4q21.1 
USO1 Vesicle Transport 
Factor 
+ 7.12 
FEM1B 15q22 Fem-1 Homolog B (C. 
Elegans) 
+ 6.99 
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 SAFB2 19p13.3 Scaffold Attachment Factor B2 + 6.79 
ITGA4 2q31.3 
Integrin, Alpha 4 (Antigen 
CD49D, Alpha 4 Subunit Of 
VLA-4) 
+ 6.78 
MAP3K11 11q13.1-q13.3 
Mitogen-activated protein 
kinase kinase kinase 11 
+ 6.62 
GATA3 10p15 GATA binding protein 3 + 6.50 
KRT19 17q21.2 Keratin 19, type I + 6.42 
ANKFY1 17p13.3 
Ankyrin Repeat And FYVE 
Domain Containing 1 
+ 6.18 
ASB1 2q37 Ankyrin Repeat And SOCS 
Box Containing 1 
+ 6.05 
ZNF350 19q13.41 Zinc Finger protein 350 + 6.05 
SLC39A6 18q12.2 
Solute Carrier Family 39 (Zinc 
Transporter), Member 6 
+ 5.96 
IPOESPRESSI 
ID GENE  LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
LONG RFS 
REG3A 2p12 Regenerating Islet-Derived 3 
Alpha 
- 100 
Tab. 4.4 
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 Dei 51 geni differentemente espressi tra il gruppo Long RFS e il gruppo Short RFS, 11 
sono risultati iperespressi, mentre 40 ipoespressi (vedi Tab. 4.5).  
  
IPERESPRESSI 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
LONG RFS 
VS 
SHORT RFS 
ASIP 20q11.2-q12 Agouti-signaling protein + 100 
CHMP4A 14q12 Charged multivesicular body 
protein 4a 
+ 100 
HIST1H3G 6p22.1 Histone cluster 1, H3g + 100 
MIR124-1 8p23.1 MicroRNA 124-1 + 100 
MIR183 7q32.2 Micro RNA 183 + 100 
MIR378D1 4p16.2 Micro RNA 378 D1 + 100 
MIR656 14q32.31 Micro RNA 656 + 100 
RNU6-31P 2q33.1 RNA, U6 small nuclear 31 + 100 
SNORD114-29 14q32 
Small nucleolar RNA, C/D box 
114-29 
+ 100 
UCHL1 4p14 
Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase isozyme L1 
+ 100 
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 APTX 9p13.3 Aprataxin + 2,70 
IPOESPRESSI 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
LONG RFS 
VS 
SHORT RFS 
CHCHD1 10q22.2 
Coiled-coil-helix-coiled-coil-
helix domain-containing protein 
1 
-100 
COX7B2 4p12 
Cytochrome-C oxidase subunit 
7B2, mitochondrial 
-100 
CSRP2 12q21.1 Cysteine and glycine-rich 
protein 2 
-100 
GLUD2 Xq24-q25 
Glutamate dehydrogenase 2, 
mitochondrial 
-100 
H2AFZ 4q24 Histone H2A.Z -100 
HIST1H2AH 6p21.33 Histone H2A type 1-H -100 
HIST1H2AJ 6p22.1 Histone H2A type 1-J -100 
HIST1H3E 6p22.1 histone cluster 1, H3e -100 
KRT8P41 11p15.4 Keratin 8 pseudogene 41 -100 
KRTAP6-1 21q22.1 Keratin associated protein 6-1 -100 
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 LOC613037 16p11.2 Putative NPIP-like protein 
LOC613037 
-100 
MIR187 18q12.2 MicroRNA 187 -100 
MIR376A2 14q32.31 MicroRNA 376a-2 -100 
MIR4792 3p24.2 MicroRNA 4792 -100 
SNAR-B2 19q13.33 
Small ILF3/NF90-associated 
RNA B2 
-100 
SNORD114-6 14q32.31 
Small nucleolar RNA, C/D box 
114-6 
-100 
NET1 10p15 Neuroepithelial cell 
transforming 1 
-9,63 
NEK9 14q24.3 NIMA-related kinase 9 -8,72 
ATP1A1 1p21 
ATPase, Na+/K+ transporting, 
alpha 1 polypeptide 
-8,41 
MAP3K11 11q13.1-q13.3 Mitogen-activated protein kinase 
kinase kinase 11 
-8,25 
DCN 12q21.33 Decorin -8,21 
SNAPC2 19p13 
Small nuclear RNA activating 
complex, polypeptide 2, 45kDa 
-8,07 
GATA3 10p15 GATA binding protein 3 -8,05 
BOD1L1 4p16.1 
Biorientation of chromosomes in 
cell division protein 1-like 1 
-8,02 
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 SLC40A1 2q32 Solute carrier family 40 member 
1 
-7,76 
USO1 4q21.1 USO1 vesicle transport factor -7,76 
NDUFA10 2q37.3 
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex subunit 10, 
mitochondrial 
-7,73 
HSPG2 1p36.1-p34 Heparan sulfate proteoglycan 2 -7,65 
ANKFY1 17p13.3 Rabankyrin-5 -7,37 
BMF 15q15.1 Bcl-2-modifying factor -7,37 
MSN Xq11.1 Moesin -6,83 
CXCL14 5q31 C-X-C motif chemokine 14 -6,74 
FEM1B 15q22 Protein fem-1 homolog B -6,68 
KDM2B 12q24.31 Lysine-specific demethylase 2B -6,62 
PTRF 17q21.2 
Polymerase I and transcript 
release factor 
-6,44 
PRDM2 1p36.21 PR domain zinc finger protein 2 -6,41 
ETNK2 1q32.1 Ethanolamine kinase 2 -6,39 
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 ZNF350 19q13.41 Zinc finger protein 350 -6,35 
PARP1 1q41-q42 Poly (ADP-ribose) polymerase 1 -6,31 
EFNA1 1q21-q22 Ephrin-A1 -6,17 
Tab.4.5 
 
 
Con lo stumento Myvenn della piattaforma GALAXY (iPlant Collaborative, Texas 
Advanced Computing Center) è stato possibile rappresentare graficamente i gruppi 
di geni differentemente espressi nei 3 gruppi analizzati. Ogni cerchio è un insieme 
che rappresenta un confronto tra 2 dei 3 gruppi di campioni; le aree di intersezione 
rappresentano i geni che risultano iper o ipoespressi nei 2 diversi insiemi. 
 
Nel diagramma sottostante (vedi Fig. 4.1) sono rappresentati i geni differentemente 
espressi nei 3 insiemi; nei due successivi invece sono rappresentati rispettivamente i 
geni iperespressi e i geni ipoespressi (Vedi Figg. 4.2 – 4.3). 
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Fig. 4.1 Geni differentemente espressi nei 3 gruppi a confronto 
 
 
 
Fig. 4.2 Geni iperespressi nei 3 gruppi a confronto 
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Fig. 4.3 Geni ipoespressi nei 3 gruppi a confronto 
 
 
I geni risultati differentemente espressi sia nel confronto Medium RFS vs Short RFS 
che in quello Medium RFS vs Long RFS erano 3, tutti iperespressi in entrambi i 
confronti (vedi Tab. 4.6). 
 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
SHORT RFS 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
LONG RFS 
ITGA4 2q31.3 
Integrin, Alpha 
4 (Antigen 
CD49D, Alpha 
4 Subunit Of 
VLA-4) 
+ 6.78 + 7.41 
MIR380 14q32.31 MicroRNA 380 + 7.19 + 7.81 
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 SREBF1 17p11.2 
Sterol 
Regulatory 
Element 
Binding 
Transcription 
Factor 1 
+ 7.25 + 7.00 
Tab. 4.7 
 
 
I geni risultati differentemente espressi sia nel confronto Medium RFS vs Long RFS, 
che in quello Long RFS vs Short RFS erano 6, ipo- o iperespressi (vedi Tab. 4.8). 
 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
LONG RFS 
LOGFC 
LONG RFS 
VS 
SHORT RFS 
ANKFY1 17p13.3 Rabankyrin-5 + 6.18 - 7.37 
FEM1B 15q22 
Fem-1 Homolog 
B (C. Elegans) 
+ 6.99 - 6.86 
GATA3 10p15 
GATA binding 
protein 3 
+ 6.50 - 8.05 
MAP3K11 11q13.1-q13.3 
Mitogen-
activated protein 
kinase kinase 
kinase 11 
+ 6.62 - 8.25 
USO1 4q21.1 
USO1 Vesicle 
Transport Factor + 7.12 - 7.76 
ZNF350 19q13.41 
Zinc Finger 
protein 350 + 6.05 - 6.35 
Tab. 4.8 
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I geni risultati differentemente espressi sia nel confronto Medium RFS vs ShortRF, 
che in quello Long RFS vs Short RFS erano 6, 4 iperespressi e 2 ipoespressi in 
entrambi i confronti (vedi Tab.4.9). 
 
ID GENE LOCUS NOME GENE 
LOGFC 
MEDIUM RFS 
VS 
LONG RFS 
LOGFC 
LONG RFS 
VS 
SHORT RFS 
CHMP4A 14q12 
Charged 
multivesicular 
body protein 4a 
+ 100 + 100 
MIR124-1 8p23.1 MicroRNA 124-1 + 100 + 100 
MIR656 14q32.31 MicroRNA 656 + 100 + 100 
SNORD114 14q32.31 
Small nucleolar 
RNA, C/D box 
114 
+ 100 + 100 
GLUD2 Xq24-q25 
Glutamate 
dehydrogenase 2, 
mitochondrial 
- 100 - 100 
H2AFZ 4q24 Histone H2A.Z - 100 - 100 
Tab. 4.9 
 
 
Considerando la ripetizione di alcuni geni che sono iper o ipo espressi in vari 
confronti, i 3 gruppi Long RFS, Medium RFS, Short RFS sono stati distinti sulla base 
della differente espressione di 83 geni. 
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 I geni iperespressi, in modo statisticamente significativo, nel gruppo Short RFS erano 
coinvolti in vie genetico-molecolari che regolano lo sviluppo di fibre muscolari, 
l’espressione genica, i processi metabolici e la risposta della cellula a specifici stimoli 
(vedi Fig.4.4). 
 
 
Fig. 4.4 I nodi (rappresentati come punti) corrispondono alle funzioni molecolari, 
mentre le linee di connessione rappresentano un’interazione documentata tra i nodi. 
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 I geni iperespressi, in modo statisticamente significativo, nel gruppo Long RFS erano 
coinvolti in specifiche vie genetico-molecolari che regolano il rimodellamento della 
cromatina, i processi metabolici, il controllo del ciclo cellulare e le interazioni 
intercellulari (vedi Fig. 4.5). 
 
 
Fig. 4.5 I nodi (rappresentati come punti) corrispondono alle funzioni molecolari, 
mentre le linee di connessione rappresentano un’interazione documentata tra i nodi. 
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 4.1.4.2 VIE GENETICO-MOLECOLARI  
Successivamente, poiché il maggior numero di geni differentemente espressi si è 
avuto tra i due gruppi Long RFS e Short RFS, la ricerca si è focalizzata nel confronto 
di questi ultimi.  
Con DAVID (Laboratory of Immunopathogenesis and Bioinformatics, SAIC-
Frederick, Inc.) è stato possibile caratterizzare funzionalmente i 51 geni 
differentemente espressi nei Long RFS rispetto agli ShortRFS. Tramite la piattaforma 
Pathway Commons (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center e University of 
Toronto) sono state identificate le vie genetico-molecolari in cui tali geni sono 
coinvolti. Sono state quindi selezionate le vie genetico-molecolari che presentassero il 
coinvolgimento di almeno 3 dei 51 geni identificati (vedi Tab 4.10). 
 
VIE GENETICO-MOLECOLARI: GENI 
RhoA Signaling and Regulation 
MSN 
NET1 
CSRP2  
MAP3K11 
Rac1 Signaling and Regulation  
MSN 
NET1 
CSRP2 
MAP3K11 
Cdc42 Signaling and Regulation 
GATA3 
DCN 
MSN 
NET1 
CSRP2 
MAP3K11 
RNA Polymerase I, RNA Polymerase III, 
and Mitochondrial Transcription 
HIST1H3E 
PTRF  
HIST1H3G 
SNAPC2 
 102 
 Transcription 
HIST1H3E 
PTRF 
HIST1H3G 
SNAPC2 
RNA Polymerase I  
HIST1H3E 
PTRF 
HIST1H3G 
Factors involved in megakaryocyte 
development and platelet production 
GATA3 
HIST1H3E 
HIST1H3G 
Tab. 4.10 
 
Delle vie genetico-molecolari identificate le più importanti erano quelle della famiglia 
Rho-GTPases di cui fanno parte RhoA, Rac1 e Cdc42. Le altre vie genetico-
molecolari identificate sono implicati nella trascrizione, nello sviluppo dei 
megacariociti e nella produzione di piastrine.  
4.1.4.3 TRASCRITTI DI FUSIONE 
L’analisi dell’intero trascrittoma dei 12 campioni con Tophat-Fusion ha permesso di 
identificare i trascritti di fusione. Con ONCOFUSE (Universad de Navarra) sono stati 
identificati diversi trascritti di fusione che, con una probabilità Bayesiana superiore al 
95%, guidano il processo oncogeno. 
TRASCRITTI DI FUSIONE ESCLUSIVI  
Sono stati trovati 3 differenti trascritti di fusione esclusivi (cioè presenti 
esclusivamente in uno dei gruppi a confronto) nei 3 campioni Long RFS. Per il 
gruppo Short RFS, in 2 dei 6 campioni analizzati sono stati trovati 2 trascritti di 
fusione esclusivi. Per il gruppo Medium RFS, sono stati trovati solo trascritti di 
fusione in comune con gli altri 2 gruppi (vedi Tab. 4.11). 
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 TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI ESCLUSIVAMENTE NEL GRUPPO LONG RFS 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMICI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA 
PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr11:85195126> 
chr21:27451537 
DLG2 Si 13 APP Si 653 99,6% 
chr11:77597477> 
chr11:85195131 
 
chr11:77597628> 
chr11:85195130 
INTS4 Si 864 DLG2 Si 963 98,8% 
chr1:91852848> 
chr8:116526022 
 
chr1:91853012> 
chr8:116595056 
HFM1 Si 164 TRPS1 Si 395 98,8% 
        
TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI ESCLUSIVAMENTE NEL GRUPPO SHORT RFS 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMICI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr3:186505420> 
chr5:53195243 
EIF4A2 Si 333 ARL15 Si 51 99,5% 
chr14:21865508> 
chr20:32677841 
CHD8 Si 1683 EIF2S2 Si 59 97,2% 
 
Tab. 4.11 Trascritti di fusione esclusivi trovati nei gruppi Short RFS e Long RFS. 
Punti di rottura cromosomici: coordinate cromosomiche per entrambi i punti di 
rottura; 5’/3’ FPG (5’/3’ Fusion Partner Genes), identificativo del gene di fusione in 
5’/3’, dal database HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee); CDS (coding 
DNA sequence), indica se il punto di rottura cromosomico è all’interno della 
sequenza CDS del gene; AA, lunghezza in amminoacidi della proteina risultante dal 
trascritto di fusione; Probabilità oncogena, probabilità bayesina del trascritto di 
guidare il processo oncogeno. 
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 TRACRITTI DI FUSIONE RICORRENTI 
Nei 12 campioni analizzati sono stati trovati, inoltre, trascritti di fusione ricorrenti 
(cioè presenti in più gruppi a confronto contemporaneamente). Il trascritto di 
fusione tra i geni HFM1 e DLG2 è stato trovato in 11 campioni; il trascritto 
SEC14L1-MAPK1 è stato trovato in 4 campioni del gruppo Short RFS ed in tutti i 3 
campioni del gruppo Medium RFS; gli altri 4 trascritti di fusione sono stati trovati in 
8 campioni (vedi Tab. 4.12). 
 
TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI IN 4/6 SHORT RFS ED IN 3/3 MEDIUM RFS 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMICI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr2:20202543> 
chr17:2232480 
CFLAR Si 357 TSR1 Si 171 100% 
 
TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI IN 8/12 CAMPIONI 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMICI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr17:33478216> 
chrX:47749769 
 
chr17:33478172> 
chrX:47749727 
 
chr17:33478185> 
chrX:47749740 
UNC45B Si 127 ZNF81 Si 602 97,9% 
chr11:77150516> 
chr11:85195132 
PAK1 No 0 DLG2 Si 963 99,9% 
chr20:5157306> 
chr3:186505086 
CDS2 Si 101 EIF4A2 Si 105 95,1% 
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 chr1:120544021> 
chr1:145277350 NOTCH2 Si 138 
NOTCH2
NL Si 138 97,7% 
 
TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI IN 11/12 CAMPIONI 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMICI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA 
PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr1:91853071> 
chr11:85195084 
 
chr1:91853026> 
chr11:85195058 
HFM1 Si 164 DLG2 Si 963 99,8% 
 
TRASCRITTI DI FUSIONE  
PRESENTI IN 12/12 CAMPIONI 
PUNTI DI 
ROTTURA 
CROMOSOMI 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA 
PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
chr17:7515833> 
chr22:22210571 
SEC14L1 Si 21 MAPK1 Si 322 100% 
 
Tab. 4.12 Trascritti di fusione ricorrenti identificati. Punti di rottura cromosomici: 
coordinate cromosomiche per entrambi i punti di rottura; 5’/3’ FPG (5’/3’ Fusion 
Partner Genes), identificativo del gene di fusione in 5’/3’, dal database HGNC 
(HUGO Gene Nomenclature Committee); CDS (coding DNA sequence), indica se il 
punto di rottura cromosomico è all’interno della sequenza CDS del gene; AA, 
lunghezza in amminoacidi della proteina risultante dal trascritto di fusione; 
Probabilità oncogena, probabilità bayesiana del trascritto di guidare il processo 
oncogeno. 
 
 
Inoltre, dall’analisi dei trascrittomi sono stati identificati ulteriori trascritti di fusione 
coinvolgenti i geni DLG2, HFM1,NOTCH2, PDE3A e UNC45B (vedi Tab. 4.13). 
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 TRASCRITTI DI FUSIONE 
5' FPG CDS AA 3' FPG CDS AA PROBABILITÀ 
ONCOGENA 
DLG2 Si 13 APP Si 653 99,6% 
DLG2 Si 13 EIF4A2 Si 105 95,1% 
DLG2 Si 119 ESR1 Si 382 100% 
DLG2 Si 13 FN1 No 2478 96,1% 
DLG2 Si 13 HIST1H1B Si 137 99,6% 
DLG2 Si 13 JAK2 Si 114 100% 
DLG2 Si 13 JAZF1 Si 182 97,9% 
DLG2 Si 13 NLRC4 No 1025 97,6% 
DLG2 Si 13 PHF20 No 1013 97,9% 
DLG2 Si 13 RBM6 No 1124 96,8% 
DLG2 Si 13 RGS6 Si 463 97,9% 
DLG2 Si 13 ZNF81 Si 602 97,9% 
ABCB10 Si 307 DLG2 Si 963 100% 
AHNAK Si 4073 DLG2 Si 963 99,5% 
ANO3 Si 245 DLG2 Si 963 100% 
BCCIP Si 258 DLG2 Si 963 100% 
CAPZB Si 120 DLG2 Si 963 99,5% 
CXCL12 Si 116 DLG2 Si 963 100% 
DCHS1 No 0 DLG2 Si 963 99,8% 
DENND1B No 776 DLG2 Si 963 100% 
EDARADD Si 187 DLG2 Si 963 100% 
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 EIF4G2 Si 471 DLG2 Si 963 99,8% 
EIF4G3 Si 10 DLG2 Si 963 99,8% 
FADS1 No 502 DLG2 Si 963 99,7 
FLVCR1 No 556 DLG2 Si 963 100% 
HHAT Si 464 DLG2 Si 963 100% 
HKDC1 Si 790 DLG2 Si 963 100% 
INTS4 Si 864 DLG2 Si 963 98,8% 
KDM2A Si 1043 DLG2 Si 963 100% 
KIAA0907 Si 422 DLG2 Si 963 99,8% 
KPNA6 No 537 DLG2 Si 963 100% 
LCOR No 0 DLG2 Si 963 100% 
MTRNR2L8 No 0 DLG2 Si 963 99,8% 
NBPF10 Si 2871 DLG2 Si 963 99,8% 
NRG3 Si 385 DLG2 Si 963 99,8% 
OR8U8 Si 284 DLG2 Si 963 99,8% 
PAK1 No 0 DLG2 Si 963 99,9% 
RGS7 Si 26 DLG2 Si 963 99,8% 
RNH1 Si 261 DLG2 Si 963 98,6% 
RYR2 Si 1561 DLG2 Si 963 99,8% 
SGIP1 Si 153 DLG2 Si 963 100% 
SORCS1 Si 186 DLG2 Si 963 100% 
SRGAP2C Si 54 DLG2 Si 963 100% 
SSBP3 No 389 DLG2 Si 963 99,5% 
TOMM20 Si 40 DLG2 Si 963 100% 
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 TTC17 Si 750 DLG2 Si 963 100% 
ZEB1 Si 107 DLG2 Si 963 100% 
HFM1 Si 164 DLG2 Si 963 99,8% 
HFM1 Si 164 AGAP1 Si 154 98,8% 
HFM1 Si 164 ATRX Si 2273 98,8% 
HFM1 Si 164 CHN1 Si 454 97,4% 
HFM1 Si 164 CREB1 Si 113 99,9% 
HFM1 Si 164 DAPK1 Si 1411 99,9% 
HFM1 Si 164 DHX9 Si 1112 99,9% 
HFM1 Si 164 DLG2 Si 963 99,8% 
HFM1 Si 164 FYN Si 384 100% 
HFM1 Si 164 GTF2E2 Si 206 96,1% 
HFM1 Si 164 HIST1H1B Si 150 98,2% 
HFM1 Si 164 KCNH1 Si 646 99,5% 
HFM1 Si 164 LCORL Si 460 96,0% 
HFM1 Si 164 MST1R Si 800 99,1% 
HFM1 Si 164 NR5A1 No 462 96,1% 
HFM1 Si 164 PIK3R1 Si 614 98,7% 
HFM1 Si 164 PSMD11 Si 274 96,1% 
HFM1 Si 164 SH2B3 No 576 97,4% 
HFM1 Si 164 SMAD3 Si 42 99,9% 
HFM1 Si 164 SOS1 Si 1305 97,4% 
HFM1 Si 164 TRPS1 Si 395 98,8% 
HFM1 Si 164 ZNF107 Si 778 98,8% 
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 FOXJ3 No 0 HFM1 Si 1272 97,9% 
NOTCH2 Si 138 ADAR Si 983 100% 
NOTCH2 Si 138 DKK2 Si 186 99,7% 
NOTCH2 Si 138 ERAL1 Si 365 99,3% 
NOTCH2 Si 138 KAT6B Si 1867 98,1% 
NOTCH2 Si 138 MAPK8IP3 Si 825 96,1% 
NOTCH2 Si 138 NOTCH2NL Si 138 97,7% 
NOTCH2 Si 250 PDE3A Si 822 99,7% 
NOTCH2 Si 138 PDXK Si 284 97,7% 
NOTCH2 Si 138 PHKB Si 959 99,7% 
NOTCH2 Si 138 PID1 Si 208 97,7% 
NOTCH2 Si 138 POC1B No 0 97,5% 
NOTCH2 Si 138 PSMC5 Si 284 99,7% 
NOTCH2 Si 138 RNF13 Si 216 96,1% 
AK4 Si 48 NOTCH2 Si 2334 98% 
PDE3A Si 320 ESR1 Si 446 100% 
PDE3A Si 320 FOS No 381 100% 
PDE3A Si 320 GRB14 Si 228 99,6% 
PDE3A Si 320 GRIA2 Si 121 97,6% 
PDE3A Si 320 HNRNPC No 307 97,9% 
PDE3A Si 320 IKZF1 No 520 97,9% 
PDE3A Si 320 MAP2K1 Si 368 99,9% 
PDE3A Si 320 PIK3R1 Si 614 99,7% 
PDE3A Si 320 SHB Si 231 99,4% 
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 PDE3A Si 320 STAT5A Si 470 99,5% 
PDE3A Si 320 STAT5B Si 463 99,9% 
NOTCH2 Si 250 PDE3A Si 822 99,7% 
UNC45B Si 127 DDX46 Si 518 97,9% 
UNC45B Si 127 EIF4A2 Si 105 95,1% 
UNC45B Si 127 NR5A1 No 462 99,1% 
UNC45B Si 127 OPHN1 Si 752 99,3% 
UNC45B Si 127 PARK2 Si 464 98,9% 
UNC45B Si 127 SF3A2 Si 437 96,8% 
UNC45B Si 127 ZNF81 Si 602 97,9% 
KITLG No 274 UNC45B Si 805 98,4% 
NCOR1 Si 638 UNC45B Si 805 98,7% 
SFPQ Si 584 UNC45B Si 805 95,9% 
SNX1 Si 506 UNC45B Si 805 97,8% 
SSH1 No 1050 UNC45B Si 805 96,4% 
ESR1 Si 365 LRCH2 Si 169 100% 
ESR1 Si 365 SLCO5A1 Si 309 100% 
DLG2 Si 119 ESR1 Si 382 100% 
KLF6 No 284 ESR1 No 0 99,9% 
NBEA Si 98 ESR1 Si 382 100% 
PDE3A Si 320 ESR1 Si 446 100% 
R3HDM1 Si 877 ESR1 Si 382 100% 
SPAG9 No 1322 ESR1 Si 343 100% 
WDR43 Si 202 ESR1 Si 446 100% 
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 EIF4A2 Si 333 ARL15 Si 51 99,5% 
ALG9 Si 534 EIF4A2 Si 105 95,1% 
CDS2 Si 101 EIF4A2 Si 105 95,1% 
DLG2 Si 13 EIF4A2 Si 105 95,1% 
GRB2 No 218 EIF4A2 Si 75 97,1% 
MACROD2 Si 90 EIF4A2 Si 105 95,1% 
OSCP1 Si 341 EIF4A2 Si 105 98,8% 
UNC45B Si 127 EIF4A2 Si 105 95,1% 
 
Tab. 4.13 Ulteriori trascritti di fusione identificati. 5’/3’ FPG (5’/3’ Fusion Partner 
Genes), identificativo del gene di fusione in 5’/3’, dal database HGNC (HUGO Gene 
Nomenclature Committee); CDS (coding DNA sequence), indica se il punto di 
rottura cromosomico è all’interno della sequenza CDS del gene; AA, lunghezza in 
amminoacidi della proteina risultante dal trascritto di fusione; Probabilità 
oncogena, la probabilità bayesina del trascritto di guidare il processo oncogeno. 
 112 
 5                                                                              
DISCUSSIONE 
Il glioblastoma rappresenta la neoplasia maligna cerebrale primitiva più frequente e 
aggressiva. Si manifesta tipicamente intorno alla VI decade e si localizza 
prevalentemente agli emisferi cerebrali; è un tumore raro, con incidenza di circa 3-4 
nuovi casi per 100.000 abitanti per anno. È una neoplasia gravata da un altissimo 
tasso di mortalità, infatti meno della metà dei pazienti è vivo entro il primo anno e 
solo il 3% entro 3 anni. 
 
I più importanti fattori prognostici sono l’età, il Karnofsky performance score, 
l’istologia, la sede del tumore e la sua estensione. 
 
La maggior parte dei glioblastomi (oltre il 90%) si manifesta de novo, con una storia 
clinica breve (inferiore a 3 mesi) senza poter riconoscere una lesione precorritrice a 
minor grado istologico e viene definito “glioblastoma primario”. Questo tipo di 
glioblastoma si sviluppa tipicamente nei pazienti anziani (età media, 62 anni)60. 
Il “glioblastoma secondario” si sviluppa dalla progressione dell’astrocitoma diffuso 
(grado II) e dall’astrocitoma anaplastico (grado III). Questo tipo di glioblastoma è 
molto meno frequente rispetto al primario (meno del 10%); tipicamente si sviluppa 
in pazienti più giovani (età media, 45 anni). Il tempo di progressione dall’astrocitoma 
diffuso al glioblastoma varia considerevolmente, da 1 a più di 10 anni, con un 
intervallo medio di 4-5 anni60.  
Il glioblastoma primario e secondario, pur essendo morfologicamente simili, 
costituiscono due entità patologiche relativamente distinte che evolvono attraverso 
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 differenti vie genetico-molecolari, mostrano differenti profili di espressione genica, e 
rispondono in maniera differente alla terapia. 
Un ampio numero di studi96,98,135,138 ha cercato di caratterizzare da un punto di vista 
molecolare il glioblastoma al fine di ottenere una classificazione più accurata che 
possa permettere una maggiore personalizzazione della terapia. 
 
Le manifestazioni cliniche dipendono dall’età del paziente, dalla localizzazione, dalla 
dimensione e dal tasso di crescita del tumore; includono cefalea, vertigini, crisi 
epilettiche, deficit neurologici focali, segni di aumentata pressione intracranica155. 
Oltre alle manifestazioni cliniche, per la diagnosi sono necessarie metodiche di 
neuroimaging, in particolare MRI con mezzo di contrasto, mediante la quale è 
possibile visualizzare un contorno irregolare caratterizzato da un intensa captazione 
di mezzo di contrasto ed un’area centrale necrotica ipodensa. 
 
Lo standard terapeutico attuale, stabilito da Stupp et al.141, prevede la resezione 
chirurgica, quando possibile, seguita da radio e chemioterapia adiuvante con 
temozolomide, un agente alchilante; tale regime terapeutico ha aumentato la 
sopravvivenza del glioblastoma da 12,1 mesi a 14,6 mesi con una sopravvivenza a 2 
anni del 26% , tuttavia le caratteristiche biologiche di questo di tumore, quali la 
rapidità di crescita e d’invasione dei tessuti circostanti, non consentono di ottenere 
risultati soddisfacenti. 
La resezione chirurgica ha l’obiettivo di ridurre l’effetto massa, raggiungere la più alta 
citoriduzione possibile ed ottenere un adeguato quantitativo di tessuto per le 
caratterizzazioni istologiche e molecolari. 
Il trattamento di prima linea radio-chemioterapico adiuvante consiste in:  
 una dose tipica di radiazioni di 60 Gy divisa in 30 frazionamenti;  
 una concomitante somministrazione per via orale di temozolomide, che verrà 
continuato per altri 6 cicli ogni 28 giorni.  
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 In vari studi 110,156,157 è stato dimostrato come la metilazione del gene MGMT (O6-
metilguanina-metiltrasferasi), codificante per una proteina di riparazione del DNA, 
possa comportare maggiori benefici nel caso di pazienti trattati con radio-
chemioterapia, raggiungendo una sopravvivenza mediana di 21,7 mesi ed a 2 anni del 
46%.  
Un altro chemioterapico di prima linea approvato dalla FDA è una nitrosurea, la 
carmustina, che può essere addizionata a polimeri biodegradabili ed impiantata 
direttamente nel letto tumorale dopo la resezione (chemioterapia loco-regionale), 
tuttavia i benefici in termini di sopravvivenza sono modesti.  
Un ulteriore approccio può essere la brachiterapia con l’impianto di piccoli semi 
radioattivi a base di Iodio 125 (I125); tuttavia la fattibilità di tale terapia risulta limitata 
a lesioni di piccolo calibro (meno di 4 cm) e radiologicamente ben definite; resta 
comunque vantaggiosa nelle lesioni chirurgicamente inaccessibili, in aree eloquenti 
della corteccia, o in caso di importanti comorbidità155  
Un'altra caratteristica importante del glioblastoma è rappresenta dalla 
neoangiogenesi. Il VEGF è uno dei principali fattori implicati in questo meccanismo, 
perciò è considerato un importante target terapeutico; infatti in vari trial 
clinici137,139,148 è stato introdotto il bevacizumab (Avastin®), un anticorpo monoclonale 
umanizzato diretto contro il VEGF, che fu inizialmente approvato, in combinazione 
con altri agenti chemioterapici, per altri tipi di neoplasie (cancro colo-rettale, 
polmonare e mammario). Con tale terapia è stato riscontrato un aumento della 
sopravvivenza libera da progressione, ma non un aumento della sopravvivenza 
globale, perciò non è stato approvato dalla FDA per la terapia di prima linea, ma solo 
per la terapia delle recidive.  
Infine è da sottolineare come la caratterizzazione molecolare, sempre più raffinata, 
del glioblastoma, stia portando a considerare nuovi target terapeutici personalizzati, 
quali ad esempio EGFR, PDGFR, c-MET, mTOR, PI3K e le relative vie genetico-
molecolari. Infatti nuovi trial clinici stanno sperimentando gefitinib, erlotinib e 
cetuximab per le lesioni EGFR positive; imatinib e tandutinib per inibire la via 
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 genetico-molecolare di PDGFR, sorafenib per la via di VEGFR2; sirolimus, 
temsirolimus, everotirolimus per la via mTOR.158 
Nonostante questi presidi terapeutici, a distanza di circa 7-10 mesi dal trattamento di 
prima linea, praticamente tutti i pazienti con glioblastoma presentano una recidiva. 
Sfortunatamente ad oggi nessun trattamento delle recidive ha dimostrato un 
aumento della sopravvivenza globale. In questi casi la scelta terapeutica ricade su 
terapie sperimentali, avviando il paziente verso l’inserimento in trial clinici. Dato che 
i benefici della chirurgia per le recidive, in termini di sopravvivenza globale, sono 
pressoché nulli, essa dovrebbe essere considerata solo in caso di una sintomatologia 
da effetto massa.  
I regimi chemioterapici sperimentali più frequentemente utilizzati includono il 
bevacizumab, un ulteriore ciclo di temozolomide, ulteriori agenti alchilanti, quali le 
nitrosouree (carmustina e lomustina), e composti del platino quale il carboplatino. Il 
bevacizumab riduce la permeabilità vascolare e l’edema peritumorale facilitando così 
la riduzione del dosaggio dei corticosteroidi; nonostante ciò, l’aumento mediano di 
sopravvivenza è di pochi mesi, perciò dovrebbe essere preso in considerazione solo 
nei pazienti con sintomatologia importante da edema cerebrale. Può essere 
somministrato un altro ciclo di temozolomide, a dosi più basse e/o per un periodo 
più lungo. Per quanto riguarda le nitrosouree, esse per molti anni sono state 
fondamentali nel trattamento chemioterapico della recidiva di glioblastoma, tuttavia 
sono gravate da un alto tasso di ematotossicità e la loro efficacia risulta comunque 
modesta. Dopo il fallimento dei protocolli terapeutici sperimentali, la prognosi è 
infausta, e la sopravvivenza mediana è di 3-4 mesi, senza ulteriori opzioni 
terapeutiche da poter sfruttare. 
Il trattamento sintomatico si basa, in ultima analisi, sull’efficacia della terapia 
antitumorale, ma i corticosteroidi (Desametasone 12-16 mg/die) possono 
temporaneamente alleviare la sintomatologia neurologica causata dall’edema 
peritumorale; tuttavia, a causa degli effetti collaterali, spesso devono essere sospesi. 
Inoltre, gli antiepilettici trovano indicazione solo nei pazienti che presentano crisi 
 116 
 epilettiche alla diagnosi, dato che non ci sono evidenze riguardanti un beneficio 
derivante dal loro utilizzo come profilassi primaria nei pazienti senza tale 
sintomatologia.  
Coloro i quali ricevono contemporaneamente chemioterapia e corticosteroidi 
dovrebbero essere valutati periodicamente al fine di evitare: candidosi orale, 
mucosite, riattivazione dell’epatite B, disfunzione epatica, infezioni da pneumocystis, 
rash cutanei ed altri effetti avversi della chemioterapia. Infine, non sono da 
sottovalutare gli effetti collaterali dei corticosteroidi, in particolar modo: 
iperglicemia, miopatia, stati confusionali, insonnia e perdita di peso; tutte condizioni 
che assumono una particolare importanza in questi pazienti ed il cui trattamento 
risulta notevolmente più complesso. 
Ulteriori complicanze, dovute sia al trattamento, sia alla neoplasia stessa, sono gli 
eventi tromboembolici, che risultano più frequenti rispetto alla norma (20-30%), in 
particolar modo in terapia con bevacizumab, il quale comunque non costituisce una 
controindicazione al trattamento anticoagulante. 
 
Questi dati suggeriscono che sono necessari nuovi approcci prognostici e terapeutici 
ed a tal fine è fondamentale un’accurata analisi dei meccanismi molecolari che sono 
alla base dei processi di progressione del glioblastoma Nel caso del glioblastoma, 
però, risulta molto difficile fare studi di questo genere, essenzialmente per la 
difficoltà di reperire quantità rappresentative di tessuto tumorale, non solo perché è 
una neoplasia rara, ma soprattutto perché non è sempre resecabile e, nella maggior 
parte dei casi, possiamo disporre solo di piccoli frammenti bioptici, con scarsa 
componente tumorale.  
È stato ben documentato, per altri tipi di neoplasia, come l’introduzione di 
biomarcatori molecolari nel percorso diagnostico abbia permesso un aumento della 
sopravvivenza, permettendo una scelta più mirata ed accurata della terapia. Tuttavia, 
per quanto riguarda il glioblastoma, ad oggi non è stato identificato alcun 
biomarcatore che possa fungere da fattore prognostico o predittivo di terapia.  
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 Lo scopo del presente studio è stato quello di ottenere informazioni più accurate sulle 
alterazioni molecolari e genetiche in una serie di glioblastomi, selezionati in base al 
tempo di recidiva, nel tentativo di capire come queste alterazioni possano influenzare 
la sopravvivenza globale. Per fare ciò ci si è avvalso delle più moderne tecnologie in 
ambito di sequenziamento quali le metodiche di Next Genaration Sequencing (NGS), 
in grado di processare un numero elevato di molecole di DNA o RNA in una singola 
reazione, mantenendo i tempi e i costi contenuti. Le potenziali applicazioni di queste 
nuove metodiche sono enormi e, tra tutte, lo studio dell’intero trascrittoma umano e 
dell’esoma, rappresentano sicuramente le applicazioni più importanti. La metodica 
utilizzata nello studio è il sistema Ion Proton della Life Technologies, disponibile 
presso il laboratorio di geno-proteomica della “Fondazione Pisana per la Scienza”. 
 
Per lo studio sono stati selezionati dall’archivio dell’U.O. di Anatomia Patologica I 
AOUP, 12 campioni tumorali di glioblastomi umani FFPE, con un intervallo di 
recidiva che va da meno di 5 mesi a più di 25 mesi.  
In base al tempo di recidiva, sono stati suddivisi in 3 gruppi: 
 6 con un tempo di recidiva inferiore o uguale a 5 mesi (Short RFS) ; 
 3 con un tempo di recidiva compreso tra 16 e 23 mesi (Medium RFS); 
 3 con un tempo recidiva maggiore o uguale a 25 mesi (Long RFS). 
 
I 12 campioni sono stati caratterizzati dal punto di vista molecolare per 
l’identificazione delle alterazioni più frequentemente presenti nel glioblastoma:  
 mutazione R132H nel gene IDH1; 
 metilazione del promotore del gene MGMT;  
 amplificazione del gene EGFR e presenza della sua forma tronca (variante III) 
 
Dato che nessuno dei campioni analizzati ha presentato la mutazione R132H del 
gene IDH1, si può confermare con ragionevolmente certezza che tutti i campioni 
analizzati provenissero da casi di glioblastoma primario; difatti secondo vari 
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 studi45,113,115,116 tale mutazione si presenta con frequenza superiore al 70% nel 
glioblastoma secondario. 
Per quanto riguarda MGMT ed EGFR-EGFRvIII, data la mancanza di una 
correlazione statisticamente significativa delle alterazioni molecolari di questi geni 
con fattori quali l’età e il sesso si conferma con ragionevole certezza l’impossibilità di 
utilizzarli come indici prognostici.  
 
Al fine di ricercare alterazioni dell’espressione genica e trascritti di fusione, tramite 
l’Ion Proton system (Ion Torren, Life Technologies), è stato sequenziato l’intero 
trascrittoma dei campioni selezionati. Nonostante la scarsa qualità del materiale 
(FFPE), grazie a questa nuova metodica è stato possibile ottenere un’ottima 
performance della reazione. 
I risultati hanno evidenziato differenze di espressione statisticamente significative in 
83 geni, diversamente distribuiti nei 3 differenti gruppi, stratificati in base al tempo 
di comparsa della prima recidiva. In particolare:  
 51 geni erano differentemente espressi tra il gruppo Long RFS ed il gruppo 
Short RFS 
 26 geni erano differentemente espressi tra il gruppo Medium RFS ed il 
gruppo Short RFS 
 21 geni erano differentemente espressi tra il gruppo Medium RFS ed il 
gruppo Long RFS 
Si noti come la differenza di espressione genica sia maggiore tra i due gruppi che si 
trovano agli estremi (Long RFS vs Short RFS).  
I geni trovati iperespressi, in modo statisticamente significativo, nel gruppo Short 
RFS sono coinvolti in vie genetico-molecolari che regolano lo sviluppo di fibre 
muscolari, l’espressione genica (splicing dell’RNA, MAPK ed apoptosi), i processi 
metabolici (biosintesi dei polisaccaridi) e la risposta della cellula a specifici stimoli 
meccanici.  
 119 
 I geni trovati iperespressi, in modo statisticamente significativo nel gruppo Long RFS 
sono coinvolti in specifiche vie genetico-molecolari che regolano il rimodellamento 
della cromatina (assemblamento/disassemblamento dei nucleosomi), i processi 
metabolici(metabolismo degli esosi), il controllo del ciclo cellulare (transizione 
G2M) e le interazioni intercellulari (giunzioni intercellulari). 
 
Come si può notare dalle immagini (vedi Figg. 4.4 – 4.5) si tratta di processi cellulari 
completamente diversi, ma in entrambi i casi risulta fondamentale il ruolo dei 
miRNA . 
 
Analizzando i geni differentemente espressi, tramite la letteratura, si possono 
comprendere meglio i dati ottenuti dal sequenziamento del trascrittoma ed 
evidenziare le funzioni e le vie genetico-molecolari oncoregolatrici in cui sono 
coinvolti: 
 GLUD2 (Glutammico Deidrogenasi 2) codifica per un enzima contenuto nei 
mitocondri, importante nel metabolismo amminoacidico; catalizza la 
reazione di deaminazione ossidativa dell’acido glutammico in 2-ossoglutarato 
e ammoniaca. Le mutazioni di GLUD2 risultano rilevanti nella progressione 
dei glioblastomi che mostrano una mutazione R132H di IDH1, in quanto una 
riduzione del metabolismo glucidico amminoacidico e lipidico comporta un 
effetto inibitorio sulla crescita; tale effetto viene contrastato dall’ 
iperespressione di GLUD2 che permette alla cellula neoplastica di sopperire al 
flusso metabolico ridotto159; 
 NET1(neuroepithelial- Tasforming protein 1) codifica per una proteina 
regolatrice della via genetico-molecolare delle Rho GTPasi. La sua 
iperespressione è stata correlata ad una prognosi peggiore nei pazienti con 
glioma160; 
 NEK9 (NIMA Related Kinses 9) gioca un ruolo chiave nell’assemblaggio del 
fuso mitotico, nella separazione dei centrosomi e nella citocinesi; una sua 
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 deplezione comporta la presenza di mitosi atipiche e di alterazioni nei vari 
checkpoint della mitosi161; 
 ATP1A1 (ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide) codifica per 
una Na+/K+ ATPasi implicata nei processi di migrazione ed invasione 
tumorale; essa, infatti, risulta iperespressa in un’ampia porzione di 
glioblastomi162; 
 DCN (Decorina) codifica per un piccolo proteoglicano, ricco in leucina, 
implicato nel controllo della formazione della matrice extracellulare, nella 
differenziazione e nella sopravvivenza cellulare dei macrofagi; protegge le 
cellule dall’apoptosi attraverso la via PI3K/AKT/p21/p27. La sua normale 
espressione a livello cerebrale ha un ruolo ancora sconosciuto; invece nei 
gliomi è stata associata alla resistenza delle cellule tumorali alla prolungata 
deprivazione di glucosio e all’ipossia, situazioni che normalmente 
indurrebbero l’apoptosi163; 
 GATA3 (GATA binding protein 3) codifica per una proteina che regola la 
differenziazione epiteliale nella ghiandola mammaria, lo sviluppo delle cellule 
T ed i processi molecolari a livello endoteliale. Il suo ruolo nelle cellule 
neoplastiche è stato caratterizzato maggiormente per i tumori della 
mammella, nei quali è un requisito fondamentale per classificare il tumore 
come Luminal A. A livello celebrale la sua funzione risulta ancora 
sconosciuta; nelle cellule gliomatose sembra antagonizzare la progressione 
tumorale legata alle mutazioni non senso di PTEN164; 
 MSN (Moesina) codifica per un importante recettore di membrana che ha 
come ligando l’acido ialuronico; funge da ponte tra la membrana plasmatica 
ed i filamenti di actina citoplasmatici, perciò è evidente come sia importante 
per la migrazione e l’invasione tumorale, difatti risulta iperespressa in 
un’ampia porzione di glioblastomi165; 
 CXCL4 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 4) codifica per una famiglia di 
chemochine che sono implicate nella coagulazione e nell’infiammazione in 
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 generale. Nel recente studio proteomico di Popescu et al.166 è stata 
individuata, insieme ad altre proteine, come potenziale biomarcatore ed 
indice predittivo al fine di personalizzare la terapia; 
 PTRF (Polymerase I and transcript release factor) anche conosciuto come 
cavin1, codifica per una serie di proteine implicate nel trasporto vescicolare, 
nell’omeostasi del colesterolo e nel controllo della lipolisi. Il ruolo di tali 
proteine nelle cellule neoplastiche è stato studiato nei tumori della mammella, 
del polmone e della prostata; nel glioblastoma una sua iperespressione sembra 
essere correlata alla resistenza alla terapia con temozolomide167;  
 PRDM2 (PR domain zinc finger protein 2) è un oncosoppressore della 
superfamiglia delle proteine Istone/proteina metiltransferasi, codifica per una 
proteina zinc figer che può legarsi ad RB, al recettore per gli estrogeni, e al 
gene eme-ossigenasi-1; anche se la sua funzione non è stata ancora ben 
caratterizzata, sembra essere importante nella differenziazione neuronale. Nel 
glioblastoma risulta ipoespresso nel tessuto cerebrale adiacente il tumore168; 
 PARP1 (Poly - ADP-ribose - polymerase-1) codifica per un enzima che 
regola differenti processi cellulari, tra cui la riparazione del DNA. Similmente 
ad MGMT, una sua iperespressione conferisce al glioblastoma 
chemioresistenza alla temozolomide, ritrovamento che potrebbe farlo 
divenire un indice predittivo ed il bersaglio di nuove terapie molecolari169,170; 
 SREBF1 (Sterol regulatory element-binding transcription factor 1) codifica 
per due isoforme della proteina SREBP (1a ed 1c). Entrambe sono dei fattori 
di trascrizione che si legano alla sequenza SRE1 (Sterol regulatory element 1) 
che affianca il gene che codifica per il recettore LDL ed altri geni coinvolti 
nello biosintesi degli steroli. SREBP-1a regola i geni coinvolti nel 
metabolismo lipidico e nella produzione di colesterolo; la sua espressione è 
regolata dai livelli di colesterolo nella cellula. SREBP-1c regola i geni coinvolti 
nel metabolismo glucidico e nella produzione di acidi grassi; la sua 
espressione è regolata dall’insulina. Nel microambiente tumorale l’ipossia e la 
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 limitazione di nutrienti sono caratteristiche comuni ed inoltre l’inefficiente 
vascolarizzazione limita la penetrazione di lipidi e lipoproteine. Tutto questo 
riduce la proliferazione e la sopravvivenza cellulare. Tali condizioni 
comportano un’iperespressione del gene SRBF1, che risulta indispensabile per 
mantenere attiva l’espressione di geni coinvolti nel metabolismo lipidico e 
steroideo171,172. Ciò rende le vie genetico-molecolari in cui è coinvolto SREBF1 
un importante target terapeutico173; 
 H2AFZ (H2A Histone Family, Member Z) codifica per la variante Z 
dell’istone H2A, il quale è uno dei 5 principali istoni (H1, H2A, H2B, H3, 
H4). Gli istoni H2A, H2B, H3, H4 si autoaggregano, formando l’ottamero 
istonico, intorno al quale il DNA si avvolge in modo sinistrorso per 1,67 giri 
(200 bp) , interagendo con gli istoni mediante legami non covalenti, e 
formando il cosiddetto nucleosoma. Delle 200bp, 150bp sono strettamente 
legate all'ottamero istonico mentre le restanti 50bp (DNA linker) si trovano 
legate ad H1 (istone linker); grazie alle code presenti su entrambi i lati, 
l'istone H1 interagisce con gli istoni H1 dei nucleosomi vicini, avvicinandoli e 
compattando la cromatina. H2A.Z è una variante di H2A ed è presente in 
zone del genoma ad alto livello di trascrizione. Esso agisce reclutando un 
complesso di decondensazione e sfavorendo strutturalmente la formazione 
della fibra da 30nm che corrisponde ad un aspetto solenoidale della 
cromatina. Inoltre sembra avere effetti sulla regolazione epigenetica, sulla 
stabilità genomica, sulla segregazione cromosomica e sull’integrità delle 
telomerasi. L’ipersespressione di tale variante è correlata alla malignità di 
diversi tipi di neoplasia (colon, retto, mammella, polmone, vescica, 
melanoma, prostata) e per tale ragione può essere considerato un oncogene174; 
 ETS2 (V-Ets Avian Erythroblastosis Virus E26 Oncogene Homolog 2) 
codifica per una proteina appartenente alla famiglia dei fattori di trascrizione 
ETS. Si suppone possa agire da regolatore positivo o negativo dell’espressione 
genica in vari processi biologici tra cui la proliferazione e la differenziazione 
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 cellulare. In un numero sempre crescente di neoplasie (mammella, esofago, 
prostata) è stata dimostrata un’iperespressione di tale gene, che sembra essere 
coinvolto non solo nel processo di trasformazione ma anche nella 
metastatizzazione, nell’apoptosi e nel rimodellamento tissutale175,176. 
 
I geni sopra riportati sono risultati differentemente espressi nel presente studio; sono 
stati selezionati, in base ad una ricerca bibliografica, per la loro possibile correlazione 
con i processi oncogeni ed in particolare con il glioblastoma. Come è stato 
evidenziato tali geni sono coinvolti, in maniera più o meno accertata, in molteplici 
processi cellulari; ogni processo inficiato risulta cruciale in uno o molteplici 
meccanismi oncogeni. In particolare: 
 l’aumentata richiesta di nutrienti (angiogenesi) e il loro metabolismo: 
amminoacidico (GLUD2), polisaccaridico (SREBF-1c), lipidico(SREBP-1a, 
PTRF);  
 la proliferazione cellulare (NET1, ETS2); 
 i fini processi che regolano la mitosi (NEK9);  
 la differenziazione cellulare (PRDM2, DCN, ETS2, GATA3);  
 la regolazione dell’espressione genica tramite meccanismi epigenetici 
(H2AFZ), fattori di trascrizione (ETS2) e vie di segnalazione (NET1); 
 l’immortalità cellulare e l’apoptosi (H2AFZ, PARP1);  
 la migrazione e l’invasività (ATP1A1, MSN);  
 le complesse interazioni con la matrice extracellulare (DCN); 
 la regolazione dei processi infiammatori e della coagulazione (CXCL4); 
 la chemioreristenza (PTRF, PARP1). 
 
Negli ultimi anni, la classe dei geni codificanti microRNA è stata identificata come 
una delle più importanti classi di geni regolatori; la comprensione dei vari processi 
molecolari, che possono essere alterati, sta assumendo una notevole importanza, in 
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 quanto possono rappresentare non solo dei nuovi bersagli nella terapia molecolare 
ma anche dei sensibili biomarcatori.  
I microRNA (miRNA) sono costituiti da un unico filamento di RNA di 18-24 
nucleotidi; hanno un ruolo importante nella regolazione genica post-trascrizionale 
attraverso il legame alla regione non tradotta 3’(3’ UTR), solo parzialmente 
complementare, del mRNA target, la cui traduzione viene repressa; se invece il 
legame risulta perfettamente complementare l’mRNA viene degradato. Ciò comporta 
che un miRNA possa regolare target multipli; viceversa, un singolo mRNA può 
essere regolato da diversi miRNA. Nei mammiferi i geni codificanti per i miRNA 
sono trascritti dall’RNA polimerasi II in un trascritto primario (pri-miRNA) lungo 
anche centinaia di nucleotidi; sempre nel nucleo, il pri-miRNA viene processato da 
Drosha, una RNA polimerasi di tipo III, in miRNA precursore (pre-miRNA), lungo 
70-80 nucleotidi ed avente una struttura a forcina; a questo punto viene trasportato 
nel citoplasma attraverso la proteina esportina-5 dove subisce un’ulteriore 
processazione da parte di Dicer, un’altra RNA polimerasi di tipo III, e divenendo, in 
tal modo, un microRNA maturo130,177 (vedi Fig. 5.1 ). 
Il genoma umano codifica per più di 100.000 miRNA che, silenziando vari mRNA 
target, giocano un ruolo chiave in diverse vie genetico-molecolari che controllano lo 
sviluppo, la differenziazione, l’apoptosi, la proliferazione, la mitosi, la secrezione di 
proteine, i processi di riparazione tissutale, l’angiogenesi e la migrazione cellulare. 
Risulta quindi evidente la loro centralità in vari processi oncogeni178. 
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Fig. 5.1 Trascrizione e processazione dei miRNA(www.genescrip.com) 
 
Analizziamo quindi i miRNA implicati nel processo oncogeno del glioblastoma: 
 miRNA 124-1 è altamente espresso nelle cellule neuronali e sembra essere 
importante nella differenziazione cellulare. Nel glioblastoma è coinvolto in 
importanti meccanismi molecolari come il controllo della crescita, la 
differenziazione e l’apoptosi. Tra i vari mRNA regolati negativamente, uno 
dei più importanti è quello che codifica per PPP1R3L, una proteina 
antiapoptotica che agisce regolando negativamente p53 o i promotori di altri 
geni proapoptotici come p63 e p73. In varie neoplasie maligne, tra cui il 
glioblastoma, è stata rilevata un’alta concentrazione di tale proteina dovuta ad 
un’ipoespressione del miRNA124-1, che può quindi essere considerato un 
oncosoppressore179. Inoltre recenti studi hanno dimostrato in vitro che la 
trasfezione di miRNA 124-1 e miRNA 137 ha un effetto antiproliferativo ed 
induce la differenziazione cellulare180; 
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  miRNA 183 è implicato in importanti funzioni cellulari in vari organi e 
tessuti che comprendono lo sviluppo neurosensoriale. Sembra essere 
importante in varie neoplasie: mammarie, polmonari, stromali e intestinali. 
La sua iperespressione nel glioblastoma, mediante il blocco IDH2, comporta 
un’iperespressione di HIF-1α, il fattore angiogenico più importante, il cui 
accumulo comporta l’attivazione di più di 100 geni. IDH2 è un enzima che 
converte l’isocitrato in α-chetoglutarato, il quale è un substrato delle prolil-
idrossilasi (PHDs), che riducono i livelli di HIF-1α; un blocco di IDH2 
comporta quindi una mancata inibizione di HIF-1α, e dato che l’ipossia è una 
caratteristica spesso presente nelle lesioni neoplastiche, verrà iperespresso 
nelle cellule tumorali ipossiche181,182. L’iperespressione di miRNA183 sembra 
essere correlata anche alla resistenza alla temozolomide183; 
 miRNA 210 è correlato alle vie genetico-molecolari attivate dall’ipossia; 
inoltre risulta importante in vari ruoli quali il metabolismo mitocondriale, 
l’angiogenesi, la riparazione del DNA, la sopravvivenza cellulare e la 
chemioresistenza; il suo ruolo è stato ben caratterizzato nelle neoplasie 
polmonari. Oltre ai processi tumorali, risulta importante nella necrosi 
ischemica del miocardio. Nel glioblastoma la sua iperespressione aumenta la 
sopravvivenza cellulare e contribuisce resistenza alla temozolomide; inoltre 
stimola l’espressione di HIF-1α e ne stabilizza il trascritto proteico184; 
 miRNA 378 sembra essere implicato nella differenziazione osteogenica 
indotta da BMP2, nella espressione genica degli adipociti e nella lipogenesi. 
Nella biologia molecolare tumorale svolge importanti ruoli, aumentando la 
sopravvivenza cellulare, riducendo l’attività della caspasi 3, promuovendo la 
crescita tumorale, l’angiogenesi e la migrazione cellulare178,185. Anche se non 
ne è stato chiarito ancora del tutto il ruolo nel glioblastoma, potrebbe avere 
un’importanza simile a quella che ricopre nel cancro colo-rettale dove risulta 
ipoespresso facilitando la crescita e l’invasività tumorale; perciò bassi livelli di 
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 miRNA 378 sono stati correlati ad una prognosi peggiore, potendo quindi 
essere considerato un fattore prognostico indipendente186; 
 miRNA 656 fa parte di uno dei più ampi cluster di miRNA (55 Kb), chiamato 
miR-379/mir-656 che si trova a livello del cromosoma 14q32.31 e codifica per 
52 diversi miRNA che giocano un ruolo cruciale nella proliferazione, 
nell’apoptosi e nella differenziazione di vari tipi di cellula. Mentre 
un’iperespressione è stata dimostrata nel carcinoma epatocellulare, 
un’ipoespressione è stata identificata nei tumori stromali gastrointestinali. 
Nel glioblastoma l’intero cluster sembra avere una funzione oncosoppressiva, 
difatti tale locus risulta ipermetilato ed il suo fattore di trascrizione MEF2 
risulta ipoespresso187; 
 miRNA 187 il suo ruolo nel glioblastoma non è stato ancora definito anche se 
la sua disregolazione sembra correlata, oltre ai gliomi, ad altri tumori, tra cui 
quelli della tiroide e quelli della prostata188,189; 
 miRNA 376 costituisce un cluster di geni che codifica per 4 miRNA primari. 
I miRNA maturi possono subire piccoli riarrangiamenti, in particolar modo 
un riarrangiamento A-to-I, ossia la deaminazione, catalizzata da enzimi 
ADAR (adenosima deaminasi), dell’ adenosina che diventa inosina la quale si 
comporta strutturalmente come una guanosina. I miRNA 376 riarrangiati 
hanno come target il recettore per il fattore autocrino della motilità (AMFR); 
invece i miRNA 376 non riarrangiati mostrano una maggiore affinità per 
RAP2A, una GTPasi della famiglia Ras; un’iperespressione di AMFR ed 
un’ipoespressione di RAP2A favoriscono la migrazione cellulare e l’invasività. 
Nel glioblastoma nuove evidenze suggeriscono una correlazione tra questo 
tipo di riarrangiamento, dovuto ad un’anomala attività degli ADAR, e 
l’invasività; difatti negli astrocitomi, in generale, i livelli di microRNA 376 
riarrangiati risultano ridotti. Ciò suggerisce come questo tipo di meccanismo 
possa essere un potenziale target terapeutico190; 
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  miRNA 380 nel processo neoplastico è implicato nell’aumento della 
sopravvivenza cellulare, in quanto agisce come regolatore negativo della via 
genetico-molecolare di TP53. Inoltre una sua iperespressione coadiuva 
l’attivazione dell’oncogene HRAS nel processo di trasformazione cellulare nel 
blocco della senescenza. In vitro, un’inibizione del miRNA 380, porta ad una 
estesa apoptosi cellulare, e nei modelli animali, ad una riduzione della 
dimensione tumorale. Anche in questo caso, così come per gli altri miRNA, 
questo tipo di meccanismo può essere considerato un potenziale target 
terapeutico191; 
 miRNA 375 è localizzato sul cromosoma 2 ed è espresso principalmente nelle 
isole pancreatiche e nel tessuto cerebrale. Sembra coinvolto nella regolazione 
dell’espressione del gene per l’insulina e nella crescita delle α e β cellule. 
Recenti studi hanno dimostrato come la sua ipoespressione sia implicata in 
varie neoplasie maligne (carcinoma gastrico, carcinoma a cellule squamose 
del collo, carcinoma squamoso della cervice, adenocarcinoma duttale 
pancreatico e carcinoma epatocellulare), dove funge da gene 
oncosoppressore. Viceversa può fungere anche da oncogene in altri tipi di 
neoplasia maligna (mammella, prostata, polmone) dove risulta iperespresso. 
Il suo ruolo nel glioblastoma non è stato ancora del tutto chiarito. Il recente 
studio di Chang et al.192 ha dimostrato come nei gliomi risulti ipoespresso 
nelle cellule neoplastiche, rispetto al tessuto normale circostante. Il grado di 
ipoespressione risulta correlato con la progressione tumorale e con 
l’aggressività. Inoltre i pazienti con tale caratteristica molecolare sembrano 
avere una ridotta sopravvivenza globale. Per tali ragioni potrebbe essere 
considerato un importante fattore prognostico; 
 miRNA 363 è implicato nell’aumento della sopravvivenza cellulare, tramite il 
blocco dell’apoptosi. Risulta iperespresso sia nelle cellule staminali di 
glioblastoma (GSC) CD133+ sia nelle cellule più differenziate CD133-. Esso 
agisce su molteplici meccanismi antiapoptotici, in quanto comporta un 
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 blocco della traduzione caspasi 3, della caspasi 9, delle PARP ed un aumento 
dell’espressione di Bcl-2193; 
 miRNA 206 è implicato in una serie di attività cellulari come la crescita e lo 
sviluppo dei muscoli scheletrici. Inoltre può essere importante in eventuali 
processi oncogeni, in quanto tramite la regolazione negativa del target Otx2 
controlla l’apoptosi, di conseguenza una sua ipoespressione comporta un 
aumento della sopravvivenza cellulare194; inoltre è in grado di regolare 
negativamente l’mRNA CCND1 che codifica per la Ciclina D1, una proteina 
indispensabile per la transizione del ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S; in 
questo caso una sua ipoespressione può comportare un aumento della 
proliferazione cellulare, ciò è stato recentemente dimostrato da Elliman et 
al.195 nel carcinoma mammario e nel carcinoma prostatico, invece non ci sono 
ancora studi per quanto riguarda il glioblastoma; 
 miRNA 543 il suo ruolo sia nei normali processi biologici sia in quelli 
neoplastici è ancora quasi del tutto sconosciuto; comunque sembra regolare la 
senescenza cellulare mediante il controllo negativo di AIMP3/p18, un 
proteina che regola l’assemblamento del complesso amminoacil-tRNA 
sintetasi196; nel carcinoma epatocellulare sembra agire da oncogene 
aumentando la proliferazione cellulare e l’invasività197; viceversa nel 
carcinoma endometriale sembra agire da oncosoppressore riducendo la 
migrazione cellulare e l’invasività198. Nel glioblastoma risulta ipoespresso, ma 
il suo ruolo è ancora del tutto sconosciuto199.  
 
I sopra riportati miRNA, che sono risultati differentemente espressi nel presente 
studio, sono stati selezionati, in base ad una ricerca bibliografica, per la loro possibile 
correlazione con i processi oncogeni ed in particolare con il glioblastoma. Come è 
stato evidenziato i miRNA permettono una raffinata regolazione di molteplici 
processi biologici ed una loro deregolazione può essere alla base di importanti 
meccanismi oncogeni; inoltre è importante sottolineare come uno stesso miRNA, 
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 possa comportarsi sia da oncogene che da onco-soppressore. In particolare è 
possibile notare come in questo caso, rispetto ai geni precedentemente analizzati, il 
numero di meccanismi coinvolti risulti inferiore, ma siano cruciali per qualunque 
processo oncogeno.  
Comprendono : 
 la sopravvivenza cellulare mediante la regolazione della senescenza e 
dell’apoptosi (miRNA 124-1, 378, 656, 380, 363, 206, 543) 
 la migrazione e l’invasività (miRNA 376, 375) 
 l’angiogenesi (miRNA 183, 210) 
 la proliferazione incontrollata (miRNA 124-1, 656) 
 la chemioresistenza (miRNA 210, 183) 
 
Considerando il confronto tra i 2 gruppi estremi Short RFS vs Long RFS, ed i 51 
differentemente espressi, tramite la piattaforma Pathway Commons (Memorial 
Sloan-Kettering Cancer Center e University of Toronto) sono state identificate le vie 
genetico-molecolari in cui tali geni sono coinvolti. Sono state quindi selezionate 
quelle che presentavano il coinvolgimento di almeno 3 dei 51 geni identificati. 
Delle vie genetico-molecolari identificate le più importanti sono quelle della famiglia 
Rho-GTPasi di cui fanno parte RhoA, Rac1 e Cdc42. Gli altri pathway identificati 
sono implicati nella trascrizione, nello sviluppo dei megacariociti e nella produzione 
di piastrine.  
La famiglia delle Rho-GTPasi fa parte della superfamiglia Ras ed è costituita da 
piccole proteine G, monomeriche, di 20-40kDa, che controllano la trasduzione del 
segnale in varie vie genetico-molecolari; sono importanti in varie funzioni cellulari e 
nelle neoplasie giocano un ruolo importante principalmente nella migrazione, 
nell’invasione, nella progressione del ciclo cellulare, nella regolazione dei trascritti, 
nella sopravvivenza cellulare e nel traffico vescicolare119-122. Una funzione altamente 
conservata della famiglia delle Rho-GTPasi è quella di controllare il citoscheletro di 
actina, i cui cambiamenti guidano molti aspetti dinamici del comportamento 
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 cellulare, inclusa la polarità cellulare, l’adesione, la morfogenesi, la migrazione, la 
fagocitosi e la citocinesi121. Sembrano implicate anche nel controllo di altre 
importanti attività cellulari120 . Considerando tutte queste funzioni critiche per la 
cellula non sorprende che l’attività di queste Rho-GTPasi sia strettamente e 
finemente controllata da 3 classi di proteine:  
 GEFs (guanine nucleotide exchange factors) che aumenta il tasso di scambio 
di GDPGTP; 
 GAPs (GTPase-activating proteins) che stimolano l’attività intrinseca 
GTPasica; 
 GDIs (guanine nucleotide dissociation inibitors) che sequestrano a livello 
citosolico le Rho-GTPasi inattive ed impediscono lo scambio GDPGTP;  
inoltre sono presenti ulteriori livelli di controllo attraverso il sistema ubiquitina-
proteasoma121; l’alterazione di questi meccanismi di controllo può contribuire alla 
progressione tumorale attraverso la disregolazione delle vie genetico-molecolari delle 
Rho-GTPasiTPasi. 
I 3 membri più studiati e caratterizzati della famiglia Rho-GTPAsi sono RhoA, Rac1 
e Cdc42. Ciascuno controlla una via di trasduzione del segnale che collega i recettori 
di membrana con l’assemblaggio/disassemblaggio del citoscheletro di actina e con il 
complesso di adesione integrinico.  
 Su RhoA convergono vari recettori tra cui TNF-α-R, EGFR ed in generale 
GPCRs (G-protein coupled receptor); tramite gli effettori ROCK (serina/treonina 
protein chinasi associate a Rho) e DIA (Diaphanous formin sub family) regola il 
riarrangiamento delle fibre da stress e l’adesione focale120,123,124. Le fibre da stress sono 
fasci paralleli di actina visibili al microscopio ottico; si estendono per tutta la 
lunghezza della cellula e convergono in diversi punti focali: un’estremità delle fibre di 
stress è ancorata alla membrana plasmatica in un punto chiamato adesione focale, 
l’altra è legata a filamenti del citoscheletro o a un altro sito di adesione focale. Le fibre 
di stress contengono, oltre all’actina, proteine quali la miosina, la tropomiosina, l’α-
actinina, hanno perciò la funzione di microscopici muscoli intracellulari che 
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 sfruttano le interazioni actina-miosina per generare forze che agiscono sulla 
membrana plasmatica.  
Un aumento della sua attività comporta l’aumento della migrazione cellulare, difatti 
una inbizione in vitro di RhoA riduce l’attività di MMP2 e l’invasività tumorale in 
condizioni ipossiche. Ciò suggerisce che RhoA possa essere funzionalmente 
coinvolto nell’aumento dell’invasività tumorale indotta dall’ipossia122,125-128. 
 Rac1 regola la formazione di lamellipodi (protusioni fogliformi temporanee 
della membrana cellulare coinvolte nel movimento delle cellule), e dei ruffles di 
mebrana (protusioni della membrana plasmatica ricche in actina). Nel glioblastoma 
Rac1 promuove il comportamento cellulare invasivo, attraverso diversi recettori ed 
effettori; in particolare 2 membri della superfamiglia dei recettori per il TNF 
(TNFRSF) utilizzano Rac1: la citochina multifunzionale TWEAK (debole induttore 
di apoptosi TNF-like), si lega al recettore FGF inducibile 14 (Fn14) e mediante Rac1 
induce l’attivazione delle vie AKT ed NF-κb, inoltre promuove l’invasività e radio-
chemio resistenza; il recettore TROY è iperespresso nelle cellule di glioma ed attiva 
Rac1 portando ad un aumento della motilità cellulare.  
Inoltre Rac1 è importante anche nella regolazione della invadopodia, che consiste in 
formazioni specializzate della membrana plasmatica che promuovo la degradazione 
della matrice extracellulare, un passaggio critico per l’invasività dei gliomi.  
Rac1 è implicato anche nelle vie di trasduzione di diversi recettori che guidano la 
malignità dei gliomi, difatti è attivato in corso di mutazioni di EGFR. In maniera 
similare il recettore PDGFRα, che risulta amplificato in un gran numero di gliomi, 
induce una fosforilazione di Dock180 che a sua volta aumenta l’attività di Rac1 e di 
conseguenza il tasso di crescita tumorale e l’invasività119-124,126,200. È stato dimostrato 
che la soppressione selettiva di Rac1 induce apoptosi nelle cellule tumorali ma non 
nei normali astrociti127. 
 Cdc42 regola la formazione di filopodi (sottili proiezioni digitiformi 
citoplasmatiche) che si estendono dal fronte di avanzamento delle cellule migranti. 
Condivide con Rac1 un ampio spettro di recettori/attivatori e di effettori; ciò 
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 potrebbe supportare l’ipotesi che l’attivazione di Cdc42 porti ad una attivazione 
anche di Rac1.  
Attualmente ci sono solo pochi studi che correlano le disregolazioni di Cdc42 con la 
progressione dei tumori celebrali; sembra comunque, che un’inibizione 
farmacologica (con Slit2) di Cdc42 comporti una riduzione della migrazione cellulare 
in vitro e dell’invasività in vivo, inoltre comporta alterazioni nella morfologia, nella 
fosforilazione FAK e nella produzione di MMP-2119,120,123,124,126,129. 
È stato dimostrato come il profilo di espressione genica della famiglia Rho-
GTPasi sia strettamente correlato con il glioblastoma ed anche con la progressione 
degli astrocitomi di grado inferiore119,201; inoltre è stato dimostrato come le complesse 
vie genetico-molecolari in cui sono implicate possano indurre una radioresistenza 
controllando l’ipossia e l’angiogenesi125. 
 
In conclusione le Rho-GTPasi sono molto importanti nella regolazione di varie vie 
genetico molecolari coinvolte nella malignità dei tumori cerebrali primari. Difatti le 
vie di segnalazione che vedono coinvolte queste proteine sono state trovate alterate, a 
tutti i livelli della cascata di segnalazione, nei tumori con alto grado di proliferazione 
e di invasività, in particolare nei gliomi. Attualmente è necessario comprendere a 
fondo le complesse vie genetico-molecolari dei vari membri di tale famiglia, ed in 
particolar modo le loro reciproche interferenze, al fine di poter inibire tali vie 
selettivamente nelle cellule tumorali. 
 
Nel presente studio, grazie al sequenziamento del trascrittoma, è stato possibile 
identificare dei trascritti di fusione genica, ad oggi mai riportati in letteratura, 
distribuiti in maniera differente tra i vari gruppi.  
In letteratura, i primi geni di fusione furono identificati in neoplasie ematiche; in 
seguito, anche grazie alle nuove metodiche di sequenziamento, numerosi e diversi 
trascritti di fusione furono identificati anche in neoplasie solide, quali tumori del 
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 polmone202,203, della prostata204-206, della mammella207-209, del sistema nervoso 
centrale210, della tiroide211 e della vescica212.  
La fusione genica agisce sui processi oncogeni con vari meccanismi, principalmente 
attraverso la produzione di proteine oncogene costitutivamente attive, ad esempio la 
chinasi BCR-ABL1 nella leucemia mieloide cronica134 o EML4-ALK nel carcinoma 
polmonare non a piccole cellule202; un’aumentata espressione di oncogeni attraverso 
una mutazione dei loro promotori, così com’è stato osservato nel caso del gene di 
fusione TMPRSS2-ERG nel carcinoma prostatico134; l’elusione della regolazione 
negativa mediata dai miRNA attraverso la delezione della regione 3’ non tradotta 
(3’UTR); ad esempio i livelli del fattore di trascrizione MYB sono tipicamente bassi 
nella carcinoma adenoido-cistico (ACC), a causa dell’espressione di miRNA-15a e 
miRNA-16. Nel trascritto di fusione MYB-NFIB, la regione 3’ UTR dell’mRNA di 
MYB viene persa, portando ad una elevata concentrazione della proteina MYB134. 
Un obiettivo dell’identificazione di tali geni di fusione è il potenziale sviluppo di 
nuove terapie molecolari che abbiano come target le proteine di fusione tradotte; ne 
sono un esempio l’imatinib, diretto contro la proteina di fusione BCR-ABL, o il 
crizotinib, un inibitore competitivo di ALK, che è stato recentemente approvato dalla 
FDA per il trattamento del carcinoma polmonare non a piccole cellule all’ultimo 
stadio.  
Tuttavia i geni di fusione rimangono scarsamente caratterizzati in molte neoplasie 
come il glioblastoma, in cui risultano molto frequenti. Nel glioblastoma la maggior 
parte dei geni di fusione costituiscono alterazioni isolate e solo alcune sono presenti 
in maniera ricorrente in una percentuale più alta di neoplasie. I principali 
meccanismi, con i quali si formano questi trascritti, sono costituiti da complessi 
riarrangiamenti cromosomici. A causa della rarità di manifestazioni cliniche che 
possano suggerire la presenta di tali mutazioni, il sequenziamento del trascrittoma è 
uno strumento essenziale per l’identificazione di questi trascritti e può portare ad una 
personalizzazione della terapia. 
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 La prima proteina di fusione scoperta nel glioblastoma è stata FIG-ROS1, nella quale 
una delezione di 240 kb porta ad una attivazione costitutiva della chinasi, suggerendo 
l’attività oncogena213. In un recente studio di Giacomini et al.214 è stato identificato, in 
alcuni campioni di glioblastoma, il gene di fusione CEP85L-ROS1; nei carcinomi 
polmonari i riarrangiamenti di ROS1 permettono di identificare una particolare 
sottoclasse molecolare che può beneficiare degli inibitori di ALK215.  
Due studi hanno dimostrato la fusione di PDGFRA-KDR216 e LEO1-SLC2A1217.  
La fusione di FGFR-TACC è una delle fusioni più frequenti nel glioblastoma ed è 
stata riportata in tre studi210,218,219. Lo studio di Singh et al.210 è stato il primo a 
dimostrare la presenza ricorrente del trascritto di fusione FGFR-TACC in una 
piccola percentuale di campioni; la sua funzione oncogena è stata confermata in 
modelli animali, ed è stato dimostrato che la somministrazione orale di inibitori di 
FGFR comporta un aumento della sopravvivenza globale. Un secondo studio di 
Parker et al.218 ha dimostrato come tale gene di fusione sia iperespresso grazie alla 
delezione della regione 3’ UTR che permette di eludere il controllo negativo del 
miRNA-99a. Geni di fusione che comprendono FGFR sono stati identificati anche in 
altri tipi di neoplasia come il carcinoma della vescica, il colangiocarcinoma, il 
carcinoma squamoso del polmone, il carcinoma mammario, il carcinoma tiroideo, il 
carcinoma del cavo orale, il carcinoma a cellule squamose di testa e collo ed il 
carcinoma prostatico212,218-220. 
Frattini et al.221 hanno identificato geni di fusione che coinvolgono EGFR, in 
particolar modo il trascritto di fusione EGFR-SEPT14, presente in circa il 4% dei 
glioblastomi. Tramite modelli animali è stato dimostrato l’elevato indice proliferativo 
delle cellule portatrici di tale aberrazione, e la relativa sensibilità agli inibitori di 
EGFR. Inoltre sono stati identificati dei trascritti di fusione che presentano un 
troncamento della porzione carbossi-terminale di EGFR; uno studio di Cho et al.222 in 
modelli animali ha dimostrato come il trattamento con cetuximab possa prolungare 
la sopravvivenza globale nelle neoplasie che presentano questo tipo di 
riarrangiamento.  
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 Nello studio di Shah et al.135 è stato dimostrato come ci possano essere trascritti di 
fusione costituiti da geni coinvolti nel rimodellamento della cromatina; è stato inoltre 
dimostrato come il trascritto di fusione possa avere in 5’ un mRNA di gene 
codificante ed in 3’ un mRNA non-codificante135; questi trascritti sembrano avere un 
troncamento nella porzione carbossi-terminale. Un recente studio di Zhang et al.223 
ha identificato una “firma molecolare” costituita da sei lunghi RNA non codificanti, 
che può fungere da indice prognostico nel glioblastoma. Attualmente appare 
evidente che questi RNA non-codificanti possono avere un ruolo oncogeno o 
oncosoppressore224; di conseguenza gli studi futuri dovranno concentrarsi anche sui 
geni non-codificanti. 
La maggior parte degli eventi di fusione del glioblastoma colpiscono determinati loci 
cromosomici (7p11, 12q14-15, 1q32 e 4q12) e sono dovuti al riarrangiamento 
genomico non bilanciato. Un’analisi dell’intero genoma ha dimostrato che l’88% dei 
riarrangiamenti nel glioblastoma siano associati all’amplificazione di determinati 
geni come EGFR, MDM2, CDK4, PIK3C2B, MDM4 e PDGFRA225. Un recente 
studio225 ha identificato una sottoclasse di pazienti che presenta una particolare 
regione di instabilità cromosomica in 12q14-15, chiamata “breakpoint enrich region” 
(BER); questa caratteristica spesso si associa all’amplificazione di MDM2/CDK4 e 
questo sottogruppo presenta una sopravvivenza globale ridotta. L’analisi dell’intero 
trascrittoma, del genoma e delle amplificazioni geniche ha evidenziato che le cellule 
di glioblastoma contengono dei ponti di delezione che connettono questi segmenti 
amplificati, generando un ampio numero di trascritti di fusione. Questi complessi 
riarrangiamenti genomici sono prevalenti sul cromosoma 12 ma non sono esclusivi 
di tale regione226. 
 
Con le nuove metodiche di sequenziamento la lista dei trascritti di fusione nei tumori 
solidi sta crescendo esponenzialmente, ma si è scoperto ancora ben poco sui 
meccanismi che facilitano tali eventi di fusione. Ad esempio nel carcinoma della 
prostata il trascritto di fusione TMPRSS2-ERG, presente nel 50% dei casi, sembra 
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 essere indotto dalle vie di segnalazione androgeniche e dall’esposizione 
all’irradiazione gamma che causa rotture a doppio filamento del DNA227. Invece nel 
glioblastoma i meccanismi responsabili della fusione genica sono ancora quasi del 
tutto sconosciuti. 
 
I trascritti di fusione identificati nel presente studio non sono mai stati descritti 
prima e presentano una distribuzione differente tra i vari gruppi. 
In particolare:  
 DLG2-APP, INTS4-DLG2, HFM1-TRPS1 sono presenti esclusivamente nel 
gruppo Long RFS: 
 SEC14L1-MAPK1, EIF4A2-ARL15, CHD8-EIF2S2 sono presenti 
esclusivamente nei gruppi Short RFS e Medium RFS; 
 HFM1-DLG2, CFLAR-TSR1, UNC45B-ZNF81, PAK1-DLG2, CDS2-EIF4A2 e 
NOTCH2-NOTCH2NL sono presenti in quasi tutti i campioni. 
 
I geni coinvolti includono: 
 DLG2 (Disks large homolog 2) codifica per una proteina appartenente alla 
famiglia delle MAGUK (Membrane-associates guanylate kinase); forma con 
altri membri della stessa famiglia un eterodimero che interagisce a livello 
post-sinaptico con recettori, canali ionici e proteine di segnale. È importante 
nel funzionamento del recettore NMDA, implicato nella percezione del 
dolore cronico; è inoltre coinvolto nella stabilità delle sinapsi colinergiche, 
nello sviluppo del sistema nervoso centrale e nella polarità neuronale. 
Attualmente sono presenti solo pochi studi che correlano le mutazioni di tale 
gene con i processi neoplastici, un esempio è l’oncocitoma renale228, tuttavia 
ad oggi non c’è alcuna correlazione con il glioblastoma; 
 APP (Amyloid Beta (A4) Precursor Protein) è una proteina transmembrana 
costituita da 770 amminoacidi ed è il precursore della beta amiloide. Sebbene 
il ruolo di APP e delle sue isoforme debba essere ancora chiarito, essa sembra 
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 prender parte a numerosi processi fisiologici. Funge da recettore 
transmembrana che si lega a numerose molecole di proteoglicani, regola la 
crescita cellulare, la plasticità sinaptica, il trasporto anterogrado neuronale, il 
metabolismo cellulare del ferro, la regolazione ormonale, le interazioni 
neurone-cellula e cellula-matrice. Il suo ruolo è stato ben caratterizzato in 
patologie neurodegenerative quali l’Alzheimer tuttavia nei processi 
neoplastici risulta quasi del tutto sconosciuto. La sua presenza è stata 
evidenziata in varie neoplasie tra cui il carcinoma midollare della tiroide229, il 
carcinoma mammario230, il carcinoma polmonare231; inoltre, sembra avere un 
ruolo nel glioblastoma dove tale gene risulta iperespresso232,233; 
 INTS4 (Integrator complex subunit 4) codifica per una proteina che è un 
componente del Complesso Integratore, un complesso coinvolto nella 
trascrizione degli snRNA (small nucleolar RNAs) U1 e U2, ed associato con il 
dominio C-terminale di POLR2A il più grande complesso della RNA 
polimerasi di tipo II. Trascritti di fusione che coinvolgono tale gene sono stati 
ritrovati nel carcinoma mammario, tuttavia la loro funzione risulta ancora 
sconosciuta, né tantomeno è stata trovata una correlazione con il 
glioblastoma; 
 HFM1 (HFM1, ATP-Dependent DNA Helicase Homolog - S. cerevisiae) la 
cui corrispondente proteina sembra essere una DNA elicasi ATP-dipendente, 
espressa principalmente nelle linee cellulari germinali, infatti una sua 
alterazione sembra causare un fallimento ovarico prematuro234. Tuttavia, ad 
oggi non è stata trovata alcuna correlazione con i processi neoplastici, né 
tantomeno con il glioblastoma; 
 TRPS1 (Trichorhinophalangeal Syndrome I) codifica per un fattore di 
trascrizione che legando particolari sequenza GATA reprime la trascrizione, 
regolando l’espressione dei geni regolati da GATA in determinati stadi dello 
sviluppo. Regola la proliferazione e la differenziazione dei condrociti. In vitro 
Wu et. al235 hanno dimostrato come tale gene possa giocare un ruolo centrale 
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 nella transizione G2 M andando a regolare geni cruciali della progressione 
del ciclo cellulare, per tale motivo una sua alterazione può essere alla base dei 
meccanismi proliferativi e del mancato controllo del ciclo cellulare nella 
neoplasia; tuttavia ad oggi non c’è stata alcuna correlazione con il 
glioblastoma; 
 EIF4A2 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4A2) codifica per una RNA 
elicasi ATP-dipendente che è una subunità del complesso eIF4F coinvolto nel 
riconoscimento del cap degli mRNA e nel legame dell’mRNA al ribosoma. 
Nel modello attuale di iniziazione della traduzione eIF4a srotola le strutture 
secondarie dell’RNA nella 5’-UTR, tale passaggio è necessario per un legame 
della subunità ribosomiale piccola, e il successivo riconoscimento del codone 
iniziatore. Un recente studio di Shaoyan236 ha dimostrato, nel carcinoma 
polmonare non a piccole cellule una sua ipoespressione sia correlata ad una 
scarsa prognosi. Tuttavia non esiste ad oggi una correlazione tra la sua 
espressione ed il glioblastoma; 
 ARL15 (ADP-Ribosylation Factor-Like 15) codifica per una proteina della 
famiglia ARF (ADP-ribosylation factors) a sua volta facente parte della 
superfamiglia Ras; sono GTPasi importanti nelle vie genetico molecolari che 
regolano il traffico vescicolare; tale gene potrebbe fungere da 
oncosoppressore come accade per ARL11, (un altro membro della stessa 
famiglia); 
 CHD8 (Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8) codifica per una 
DNA elicasi che partecipa ai processi di rimodellamento cromatinico, 
regolando la trascrizione genica. Agisce come un fattore di trascrizione che 
regola negativamente l’espressione genica reclutando l’istone H1 a livello dei 
geni bersaglio; regola negativamente, attraverso il legame con la β-catenina 
(CTNNB1), la via genetico molecolare di segnalazione WNT, che gioca un 
importante ruolo nello sviluppo e nella morfogenesi. Può, inoltre, reprimere 
l’espressione di TP53 con un effetto antiapoptotico. Infine può sopprimere 
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 l’attività del fattore di trascrizione STAT3 legando i fattori di trascrizione 
indotti da STAT3. Data la sua interferenza con la beta catenina sembra essere 
implicato nelle neoplasie coliche, nel carcinoma a cellule squamose del collo e 
nel carcinoma prostatico237; tuttavia non ci sono ancora correlazioni con il 
glioblastoma; 
 EIF2S2 (eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 2 beta) codifica per 
eIF-2B, che costituisce la subunità beta di EIF-2 una proteina trimerica 
composta da 3 subunità alfa, beta e gamma. EIF-2 è un fattore importante 
nelle prime fasi della sintesi proteica in quanto forma un complesso ternario 
con la GTP ed il tRNA iniziatore; questo complesso si lega quindi alla 
subunità ribosomiale 40S; eIF-2B catalizza lo scambio di GDP per GTP 
permettendo il riciclo del complesso per un altro processo di iniziazione della 
sintesi proteica. In modelli animali sembra avere un ruolo nel carcinoma 
testicolare238 ma ad oggi non ci sono correlazioni con altri tipi di neoplasia; 
 SEC14L1 (SEC14-Like 1 - S. cerevisiae) codifica per una proteina facente 
parte della famiglia dei fattori citosolici SEC14. È un omologo del gene SEC14 
del lievito S. cerevisiae, coinvolto nei meccanismi di trasporto intracellulari. Si 
suppone che possa avere una funzione simile nelle cellule umane. Il suo ruolo, 
da un punto di vista oncologico, è stato ben caratterizzato nel carcinoma 
prostatico, in cui risulta iperespresso e sembra interagire con il gene di 
fusione TMPRSS2-ERG; infatti questi soggetti hanno una sopravvivenza 
globale ed un intervallo libero da malattia inferiori, perciò è stato proposto il 
suo utilizzo come fattore prognostico239. Ad oggi, in letteratura non ci sono 
studi che correlino sue alterazioni d’espressione, o trascritti di fusione che lo 
vedono coinvolto, con il glioblastoma; 
 MAPK1 (Mitogen-activated protein kinase 1) anche conosciuto come ERK2 
(extracellular signal-regulated kinases 2) codifica per un membro della 
famiglia delle MAP chinasi e costituisce un punto di integrazione di 
molteplici segnali biochimici coinvolti in svariati processi cellulari come la 
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 proliferazione, la differenziazione, e la regolazione dell’espressione genica. 
Un’iperespressione è stata dimostrata in vari tipi di neoplasie: colon, rene, 
stomaco, prostata, mammella, carcinoma polmonare non a piccole cellule, 
vescica, condrosarcoma e glioblastoma. La causa dell’attivazione costitutiva 
della via genetico-molecolare di MAPK1 è da ricercare nelle alterazioni di 
RAF, RAS, EGFR. Inoltre, diversi studi, hanno dimostrato che tale via 
genetico molecolare può promuovere direttamente la motilità e la migrazione 
cellulare240. Nel glioblastoma la sua attivazione sembra correlata 
all’iperespressione di EGFR e all’ipermetilazione del locus 9p21241. Infine, alti 
livelli di fosforilazione di MAPK1 correlano con una ridotta sopravvivenza242; 
 CFLAR (CASP8 and FADD-Like Apoptosis Regulator) codifica per una 
proteina regolatrice dell’apoptosi con una struttura simile alla caspasi-8; un 
suo frammento proteolitico (p43) blocca il reclutamento della caspasi-8 nel 
complesso DISC agendo quindi come una proteina inibitrice dell’apoptosi 
mediata dal recettore FAS; sembra essere un target promettente per la 
terapia243,244;  
 TSR1 (TSR1, 20S rRNA Accumulation, Homolog - S. cerevisiae) codifica per 
una proteina importante per la maturazione della subunità ribosomiale 40S 
nel nucleolo. Ad oggi non è stata trovata alcuna implicazione in processi 
neoplastici né tantomeno nel glioblastoma; 
 UNC45B (Unc-45 Homolog B -C. Elegans) codifica per una proteina che 
agisce come co-chaperone per HSP90 ed è necessaria per il corretto 
ripiegamento del dominio motore della miosina; inoltre, giocano un ruolo 
importante nella formazione di sarcomeri durante lo sviluppo delle cellule 
muscolari. Ad oggi non sembra abbia delle forti correlazioni con i processi 
neoplastici né tantomeno con il glioblastoma; 
 ZNF81 (Zinc Finger Protein 8) codifica per un fattore di trascrizione; la 
proteina contiene un dominio N-terminale KRAB e diversi motivi zinc-finger 
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 C2H2. Mutazioni di questo gene causano il ritardo mentale tipo 45 X-linked 
(MRX45), tuttavia non sembra essere coinvolta nei processi neoplastici; 
 PAK1 (P21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 1) codifica per un 
membro della famiglia PAK (p21-activated kinases); è una serina/treonin 
chinasi. Queste proteine sono degli effettori della famiglia delle Rho-GTPasi, 
in particolare delle vie Rac1 e Cdc42, e permettono di riorganizzare il 
citoscheletro e di regolare l’espressione genica; in tal modo regolano la 
motilità e la morfologia cellulare. Una trattazione più accurata sulle Rho-
GTPasi e la loro correlazione con le neoplasie è stata già fatta in precedenza 
(vedi pagg. 131-134); 
 NOTCH2 (Notch homolog 2 - Drosophila) codifica per una proteina della 
famiglia NOTCH; i membri di tale famiglia condividono caratteristiche 
strutturali quali un dominio extracellulare con ripetizioni multiple EGF-like e 
diversi domini intracellulari. I membri di tale famiglia giocano un ruolo in 
vari processi dello sviluppo, regolando la differenziazione, la proliferazione e 
l’apoptosi ed in varie fasi dell’embriogenesi. La rete di segnalazione NOTCH è 
costituita da una via genetico-molecolare filogeneticamente conservata che 
regola le interazioni intercellulari. Questa proteina funziona da recettore di 
membrana e può giocare un ruolo nello sviluppo del comparto vascolare 
renale ed epatico. Il suo ruolo nei processi neoplastici risulta ancora 
controverso, in quanto sembra poter agire sia da oncogene che da 
oncosoppressore in base al contesto cellulare ed alle alterazioni geniche 
compresenti. La sua regolazione risulta multifattoriale in quanto deriva sia da 
vie genetico-molecolari collaterali sia da miRNA. Riveste un ruolo importante 
in numerose neoplasie ematiche245,246, nei carcinomi della vescica247, della 
mammella207,248-250, del polmone248,250,251 e nei gliomi138,248,252-257. Nel 
glioblastoma sembra abbia un ruolo nella differenziazione apoptosi e 
invasività252,256,257; inoltre una sua iperattivazione è stata ritrovata nelle cellule 
staminali neurali244,252,255; 
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  NOTCH2NL (Notch 2 N-Terminal Like) codifica per una proteina correlata 
al trasporto di ioni calcio. Le sue funzioni non sono ancora del tutto 
conosciute; tuttavia potrebbe avere un ruolo nella via genetico-molecolare 
NOTCH e regolare la differenziazione dei neutrofili. Il suo ruolo nei processi 
neoplastici risulta ancora sconosciuto. 
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CONCLUSIONI 
Uno studio accurato dei meccanismi molecolari che sono alla base dei processi di 
progressione del glioblastoma, potrebbe fornire importanti informazioni sulla sua 
biologia e permettere l’identificazione di biomarcatori molecolari, utili nella pratica 
clinica al fine di monitorare in maniera precisa e seriata l’invasione tumorale, la 
risposta alla terapia, determinare il rischio di recidiva e predire la sopravvivenza 
globale del paziente. 
Tuttavia nel caso del glioblastoma, è molto difficile fare studi di questo genere, 
essenzialmente per la difficoltà di reperire quantità rappresentative di tessuto 
tumorale, sia perché si tratta di un tumore raro, sia perché non è sempre resecabile e 
nella maggior parte dei casi si può disporre solo di piccoli frammenti bioptici, con 
scarsa componente tumorale. 
 
Nel presente studio sono stati selezionati 12 campioni di glioblastoma FFPE, 
suddivisi in 3 gruppi, in base al tempo della prima recidiva. Di ogni campione, 
mediante l’impiego di metodiche NGS, è stato sequenziato l’intero trascrittoma dal 
quale è stata possibile ottenere una precisa caratterizzazione molecolare. Si è potuto 
quindi integrare i dati molecolari ottenuti, quali l’espressione differenziale dei geni, 
dei miRNA e degli mRNA con i dati clinici.  
 
L’obiettivo primario dello studio è stato quello di ottenere nuove e più accurate 
informazioni sul comportamento aggressivo del glioblastoma, attraverso 
l’identificazione di alterazioni molecolari e genetiche, nel tentativo di capire come 
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 queste possano in qualche modo influenzare la risposta alla terapia, la prognosi, il 
tempo della prima recidiva e la sopravvivenza globale. 
 
Il presente studio ha consentito finora: 
 di identificare diversi marcatori molecolari, correlati con il tempo della prima 
recidiva ed in grado di fungere da fattore predittivo. I risultati hanno 
evidenziato differenze di espressione statisticamente significative in 83 geni, 
diversamente distribuiti nei 3 gruppi. Inoltre, confrontando tumori con 
diversi tempi di recidiva, è stato possibile identificare gli specifici processi 
biologici e le vie-genetico molecolari nei quali sono coinvolti i geni 
differentemente espressi; 
Un dato molto importante da mettere in evidenza è come il maggior numero 
di geni differentemente espressi si abbia tra i due gruppi che si trovano agli 
estremi, ossia tra il gruppo Long RFS e il gruppo Short RFS; tali geni sono 
coinvolti in molteplici meccanismi cellulari, ma in tutti risalta il ruolo dei 
miRNA; 
 di identificare, per la prima volta in letteratura, nuovi trascritti di fusione 
genica distribuiti in maniera differente tra i vari gruppi; 
 di porre le basi per una nuova classificazione molecolare dei glioblastomi, che 
correla con la prognosi e permette una personalizzazione della terapia, così 
come accade per i carcinomi mammari.  
 
È possibile quindi fare una serie di considerazioni generali: 
 le alterazioni geniche correlate alla sopravvivenza libera da malattia 
coinvolgono essenzialmente meccanismi epigenetici, quali le alterazioni 
dell’espressione degli istoni e dei miRNA. Entrambi sono selettivamente 
espressi in un gruppo piuttosto che in un altro e causano alterazioni 
nell’espressione genica; 
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  la presenza dei trascritti di fusione genica può portare, come in altri modelli 
tumorali: 
 alla traduzione di proteine costitutivamente attivate; 
 alla perdita, tramite la delezione della regione 3’ UTR, della 
regolazione negativa da parte dei miRNA; 
 alla mutazione dei promotori di oncogeni ed oncosoppressori 
alterandone la loro espressione; 
 l’identificazione di tali trascritti di fusione potrebbe rappresentare il target di 
nuove terapie molecolari. 
 
In conclusione l’espressione del profilo dell’mRNA nei glioblastomi è fondamentale 
per la comprensione dei meccanismi molecolari che sono alla base dell’aggressività 
tumorale e delle differenze intermini di sopravvivenza globale, del tempo di recidiva 
e di risposta alla terapia; di conseguenza l’analisi del trascrittoma potrebbe 
permettere la definizione di profili molecolari con valenza diagnostica, prognostica e 
predittiva di terapia. Inoltre l’identificazione e la validazione di tali biomarcatori 
potrebbe permettere di creare semplici e veloci test diagnostici molecolari che siano 
in grado di fungere da indice prognostico e che possano essere ripetuti in maniera 
seriata nel follow-up. 
 147 
 7                                                                                                                                                                                                    
PROSPETTIVE FUTURE 
Nel presente studio, il principale obiettivo nell’immediato futuro sarà quello di 
convalidare i biomarcatori molecolari, in particolare i trascritti di fusione 
differentemente espressi negli specifici gruppi, identificati con le tecniche di NGS, 
mediante ulteriori metodiche di sequenziamento (realt-time PCR e Sequenziamento 
di Sanger). I laboratori di geno-proteomica della “Fondazione Pisana per la Scienza”, 
tra l’altro già autori di tutti i risultati ottenuti in tale studio, stanno già mettendo in 
atto tali metodiche di convalida.  
 
È evidente che sarà necessario disporre di casistiche più numerose. Come già 
precisato in precedenza, nel caso del glioblastoma risulta molto difficile fare studi di 
questo genere con un campione adeguato, essenzialmente per due ragioni: è una 
neoplasia rara e spesso risulta non resecabile; infatti nella maggior parte dei casi si 
può disporre solo di piccoli frammenti bioptici con scarsa componente tumorale; tale 
limite, però, può essere superato dalla possibilità di poter utilizzare, grazie a queste 
nuove metodiche di sequenziamento, materiale di routine o d’archivio ampiamente a 
disposizione dei patologi. 
 
L’acquisizione di maggiori informazioni cliniche permetterà di studiare la 
correlazione dei biomarcatori identificati, oltre che con la sopravvivenza libera da 
malattia, con la sopravvivenza globale e altri aspetti clinici come la risposta a 
determinati trattamenti, anche nell’ottica di poter inserire i pazienti in nuovi trial 
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 clinici. Tali correlazioni permetterebbero di mettere in atto veloci e specifici test 
diagnostici senza la necessità di dover sequenziare l’intero trascrittoma.  
 
Studi funzionali su linee cellulari di glioblastoma geneticamente modificate 
permetteranno di generare modelli per lo studio della diversità di espressione dei 
geni identificati  
Sarà necessario disporre di modelli in cui i geni candidati siano iperespressi e di 
modelli in cui i geni siano silenziati 
 
Dato che le alterazioni geniche correlate alla sopravvivenza libera da malattia 
coinvolgono essenzialmente meccanismi epigenetici, come la regolazione 
dell’espressione dei geni istonici e di diversi altri geni coinvolti nelle rimodellamento 
cromatinico, i campioni saranno analizzati con arrays per la real-time PCR, in grado 
di studiare 168 geni chiave coinvolti in tali processi. 
 
Obiettivi a lungo termine sono volti essenzialmente a perfezionare l’identificazione 
dei trascritti di fusione; identificare le eventuali proteine di fusione tradotte; 
comprendere il loro ruolo nell’ambito neoplastico; utilizzarle come target terapeutico 
per nuove ricerche in ambito farmacologico. 
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